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<Sh Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
elektrochemischen Detektion von sequenzspez.fischen 
Nukleinsaure-Oligomer-Hybridisierungsereignissen. ua- 
bei dienen DNATRNAVPNA-Oligomer-Einzelst range, die 
mit einem Ende an einer leitfahigen Oberflache gebunden 
und am anderen, freien Ende mit einer photomduzierbar 
redoxaktiven Einheit verknupft sind, als Hybridis.erungs- 
matrix (Probe). Durch Behandlung mit der zu "r? ter ^- 
chenden Oligonukleotid-Losung (Target) wird em Teil der 
Einzelstrang-Oligonukleotide hybridisiert, wodurch die 
ursprunglich nicht oder nur schwach vorhandene elektri- 
sche Kommunikation zwischen der leitfahigen Oberflache 
und der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erhoht 
wird Somit wird die Detektion eines Hybridisierungser- 
eignisses durch elektrochemische Verfahren wie Voltame- 
trie, Amperometrie oder Uitfahigkeitsmessung ermog- 
licht. 
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Beschreibung 
Technisches Gebiet 

5 Die vorliegende Erfindung betriffl ein modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer, sowie ein Verfahren zur elektrochemi- 
schen Detektion von sequenzspezifischen Nukleinsaure-Ohgomer-Hybridisierungsereignissen. 

Stand der Technik 

10 Zur Sequenzanalyse von DNA und RNA, z. B. in der Krankheitsdiagnose, bei toxikologischen Testverfahren, in der 
genetischen Forschung und Entwicklung, sowie auf dem Agrar- und pharmazeutischen Sektor, werden im allgemeinen 
gel-elektrophoretische Verfahren mit autoradiographischer oder optischer Detektion verwendet 

Beim wichtigsten gel-elektrophoretischen Verfahren mi t optischer Detektion, dem Sanger- Verfahren wird eine DNA 
enthaltende Losung in vier Ansatze aufgeteilt. Zur Unterscheidung der vier Ansatze ist der Primer (komplementare Start- 

15 sequenz zur Replikadon) jedes Ansatzes mit je einem bei verschiedener Wellenlange emittierenden Fluoreszenzfarbstofif 
kovalent modiriziert. Ausgehend vom Primer wird jeder Ansatz durch DNA-Polymerase I enzymatisch repliziert. Neben 
den dazu notigen Desoxyribonucleosid-Triphosphaten der Basen A (Adenin), T (Thymin), C (Cytosin), und G (Guanin) 
enthalt jedes Reakiionsgemisch noch genugend 2\3'-Didesoxyanalogon eines dieser Nukleosidtriphosphate als Stopbase 
(je eine der 4 moglichen Stopbasen pro Ansatz), um die Replikadon an alien moglichen Bindungsstellen zu stoppen. 

20 Nach Vereinigung der vier Ansatze entstehen replizierte DNA-Fragmente aller Langen mit stopbasenspezifischer Fluor- 
eszenz, die gel-elektrophoretisch der Lange nach sortiert und durch Ruoreszenz-Spektroskopie charakterisiert werden 
konnen. 

Ein anderes optisches Detektionsverfahren basiert auf der Anlagerung von Huoreszenzfarbstoffen wie z. B. Ethidium- 
bromid an Oligonukleotide. Im Vergleich zur freien Losung des Farbstoffs andert sich die Fluoreszenz solcher Farbstoffe 

25 bei Assozialion mit doppelstrangiger DNA oder RNA drastisch und kann deshalb zum Nachweis hybridisierter DNA 
oder RNA verwendet werden. 

Bei der radioaktiven Markicrung wird 32 P in das Phosphatgcriist der Oligonukleotide cingebaut, wobci 3 ~P gcwohnlich 
am 5 '-Hydroxy lende durch Polynukleotid-Kinase addiert wird. Die markierte DNA wird anschliefiend an jeweils einem 
der vier Nukleotidtypen bevorzugt gespalten und zwar unter definierten Bedingungen, so daB pro Kette durchschnittlich 

30 eine Spaltung erfolgt. Damit liegen im Reaktionsgeraisch fur einen bestimmten Basen typ Ketten vor; die sich von der 
32 P-Markierung bis zur Position dieser Base erstrecken (bei mehrfachem Auftreten der Base erhalt man entsprechend 
Ketten unterschiedlicher Lange). Die vier Fragmentgemische werden anschlieBend auf vier Bahnen gel-elektrophore- 
tisch aufgetrennt und es wird vom Gel ein Autoradiogramm angefertigt, an dem die Sequenz unmittelbar abgelesen wer- 
den kann. 

35 Vor einigen Jahren wurde ein weiteres, auf optischer (oder autoradiographischer) Detektion beruhendes Verfahren zur 
DNA-Scquenzierung entwickelt, namlich die Sequenzierung durch Oligomer-Hybridisierung (vgl. z. B. Drmanac et aL, 
Genomics 4, (1989). S. 114-128 oder Bains et aL, Theor. Biol. 135, (1988), S. 303-307). Bei diesem Verfahren wird ein 
vollstandiger Satz kurzer Oligonukleotide bzw. Nukleinsaure-Oligomere (Probe-Oligonukleotide), z. B. alle 65.536 
moglichen Kombinationen der Basen A, T, C und G eines Oligonukleotid-Oktamers auf ein Tragermaterial gebunden. 

40 Die Anbindung geschieht in einem geordneten Raster aus 65.536 Test-Sites, wobei jeweils eine groBere Menge einer Oli- 
gonukleoud-Kombination ein Test-Site definieren und die Position jeder einzelnen Test-Site (Oiigonukleotid-Kombina- 
tion) bckannt ist. Auf solch einer Hybridisierungsmatrix, dem Oligomer-Chip, wird ein DNA-Fragment, dessen Sequenz 
man ennitteln will (das Target), mit Fluoreszenzfarbstoff (oder 32 P) markiert und unter Bedingungen, die nur eine spezi- 
fische Doppelstrangbildung erlauben, hybridisiert. Dadurch bindet das Target DNA-Fragment nur an die Nukleinsaure- 

45 Oligomere (im Beispiel an die Oktamere), deren komplementare Sequenz exakt einem Teil (einem Oktamer) seiner ei- 
genen Sequenz entspricht. Durch opdsche (oder autoradiographische) Detekuon der Bindungsposidon des hybridisierten 
DNA-Fragments werden damit alle im Fragment vorhandenen Nukleinsaure-Oligomersequenzen (Oktamersequenzen) 
bestimml. Aufgrund der Oberlappung benachbarter Nukleinsaure-Oligomersequenzen kann durch geeignete mathemati- 
sche Algorithmen die fortlaufende Sequenz des DNA-Fragments bestimmt werden. Die \brteile dieses Verfahrens liegen 

50 unter anderem in der Miniaturisierung der Sequenzierung und damit in der enormen Datenmenge, die gleichzeitig in ei- 
nem Arbeitsgang erfaBt wird. Daneben kann auf Primer und auf das gel-elektrophoretische Auftrennen der DNA-Frag- 
mente verzichtet werden. Beispielhaft ist dieses Prinzip in Fig. 1 fur ein 13 Basen langes DNA-Fragment gezeigU 

Die Verwendung radioaktiver Markierungen bei der DNA-/RN A- Sequenzierung ist mit mehreren Nachteilen verbun- 
den, wie z, B. aufwendige, gesetzlich vorgeschriebene Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Mate- 

55 ri alien, die Strahlenbelastung, das begrenzte raumliche Aufiosungsvermogen (maximal 1 mm 2 ) und eine Sensitivitat, die 
nur dann hoch ist, wenn die Strahlung der radioaktiven Fragmente entsprechend lange (Stunden bis Tage) auf einen 
Rontgenfilm einwirkt. Es kann zwar die raumliche Auflosung durch zusatzliche Hard- und Software erh6ht und die De- 
tekuonszeit durch die Verwendung von p-Scannern verkCirzt werden, beides ist jedoch mit erheblichen zusatzlichen Ko- 
sten verbunden. 

60 Die Fluoneszenzfarbstoffe, die iihlicherweise zur Markierung der DNA verwendet werden, sind zum Teil (z. B. Rthi- 
diumbromid) mutagen und erfordern, ebenso wie die Anwendung der Autoradiographic entsprechende Sicherheitsvor- 
kehrungen. In fast alien Fallen erfordert die Verwendung optischer Detektion den Gebrauch von einem oder mehreren 
Lasersystemen und somit geschultes Personal und entsprechende Sicherheitsvorkehmngen. Die eigentliche Detekdon 
der Fluoreszenz erfordert zusatzliche Hardware, wie z. B. opdsche Bauelemente zur Verstarkung und, bei verschiedenen 

65 Anregungs- und Abfragewellenlangen wie im Sanger- Verfahren, ein Kontrollsystem. Abhangig von den benougten An- 
regungswellenlangen und der gewunschten Detekdonsleistung konnen somit erhebliche Investitionskosten entstehen. 
Bei der Sequenzierung durch Hybridisierung auf dem Oligomer-Chip ist die Detekdon noch (kosten)aufwendiger, da, ne- 
ben dem Anregungssystem, zur 2-dimensionalen Detekuon der Fluoreszenzspots hochauflosende (X!D-Kameras 
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(Charge Coupled Device Kameras) benotigt werden - TiNA-/RNA-Sequenzierung gibt, sind diese Methoden 

portable Systenie verfiigbar. 

Darstellung der Erfindung 

Aufgab e der vorliegendeo Erfindung is, es destine .£ h ™ "ST" ~ NUUein - 

saure-Oligomer-Hybriden zu schaffen, welche d.e N ^Ir?Ni2^^g™gemaB unabhangigem Patentan- 
Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch das ^^^^JiB gemaB unabhangigem An- 

38 Sr1»«. d. vo,,« S »de« Eriindung »«de» die folgendcn Ablflttuta »«d Bcgriffe ImmL 



Genetik 



10 



15 



20 



35 



40 



DNA: Desoxyribonukleinsaure 

RNA: Ribonukleinsaure « NA nderRNA bei der die Zucker-Phosphat Einheit durch eine Aminosaure cr- 

PNA: Peptidnukleinsaure (synthetische DNA oder RNA, bei «™ f? ,-N(COCH 2 -Base)-CH,CO-Einheit hybndisiert 
setzt ist. Bei Ersatz der Zucker-Phosphat Emheit durch die -NH-(CH 2 ) 2 N«^A.n 2 a ) - 

PNAmitDNA). 25 
A: Adenin 
G: Guanin 
C: Cytosin 
T: Thymin 

U: Uracil 30 
Base: A, G,T, Coder U 

Bp: Basenpaar Wukleotide oder wenisstens zwei kovalent verbundenen Pynmidin- 

mid-, Phosphorothioat- oder PhosphorodiAioat-Ruckgrat) fi Nukleins aure-Oktamer: eine Nuklein- 

gil^i^"^^^.*^.^ also z. B. ein DNA, FNA o*, RNA Fragment 
nicht nSher spezifizierter Basenlange. 

01igo:AbkUrzungfurOugonukleotid. Basenlange des Primers nur ca. 4 8 Basen be- 

Misn«Bh: Zur A-sbildung der Walson ' O™* >™<"S t S2e T (taw. G) des andera. Scmig. W.sseraoffbnik- 

zerrt die Struktur und wird als "Mismatch" bezeichnet. 
ss: single strand (Einzeistrang) 
ds: double strand (Doppelstrang) 

Photoinduzierbar redoxaktive Einheiten 

Elektron-DononMo.ekU^^ 
Elektron an einen Elektron-Akzeptor ^™™ nfi eS Sons aut den Elektron-Donor bzw. Abgabe ernes 
den Elektron-Donor oder -Akzeptor ^^^S^mSS^SS^^ -Akzeptor zu wirken ist relativ, d. h. em 

jkss^jsk^ (Mo,ek0,,ei,) unter 8,eichen 

od2raXr^ 

Elektron-Akzeptor: Molekul (^er MolekulteU^ 

ein Elektron von einen. Elektron-Donor aufnehmen ^*"*g?,™£^ Elektron-Akzeptor bzw. Obertragung 
den eektron-Akzeptor oder -Donor sein «*rMg» «2SSS2S ooer -Donor zu wirken ist relauv, d. h. em 
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oder anderen experimentellen Bedingungen auch als Elektron-Donor wirken. 
ElekUon-Donor-Molekul(teil): entspricht einern Elektron-Donor. 
Elekron-Akzeptor-Molekul(teil): entspricht einem Elektron-Akzeptor. 

photoinduzierbar: photoinduzierbar bedeutet, daB eine gewisse Eigenschaft erst durch Einstrahlen von Licht bestimmter 
5 oder beliebiger Wellenlange entfaltet wird. So entfaltet z. B. eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxakti- 
vitat, also ihre Eigenschaft, unter bestimmten auBeren Umstanden an einen geeigneten Elektron-Akzeptor Elektronen ab- 
zugeben oder von einem geeigneten Elektron-Donor Elektronen aufzunehmen, erst durch Einstrahlen von Licht be- 
stinimter oder beliebiger Wellenlange. Ein weiteres Beispiel ist die photoinduzierbar reaktive Gruppe, d. h. eine Gruppe, 
die erst durch Einstrahlen von Licht bestimmter oder behebiger Wellenlange reaktiv wird. 
lu redoxaktiv: redoxaktiv bezeichnet die Eigenschaft einer redoxaktiven Einheit oder Substanz unter bestimmten auBeren 
Umstanden an einen geeigneten Elektron-Akzeptor Elektronen abzugeben oder von einern geeigneten Elektron-Donor 
Elektronen aufzunehmen. 

photoinduzierbar redoxaktive Einheit: Oberbegriff fur eine Einheit, die ein oder mehrere Elektron-Donor-Molekule oder 
-Molekiilteile und ein oder mehrere Elektron-Akzeptor-Molekule oder -Moiekulteile enthalt, wobei dieses (diese) Elek- 

15 tron-Donor-Molekul(e) oder -Molekiilteil(e) und dieses (diese) Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -Molekuiteil(e) in 
ein oder mehrere Makromolekiile eingebettet sein konnen. Die photoinduzierbar redoxaktive Einheit kann z. B. jedes be- 
liebige photoinduzierbar redoxaktive Protein/Enzym, jeder beliebige photoinduzierbar redoxaktive, kovalent verknupfte, 
wenigstens bimolekulare Elekton-Donor-ZElektron-Akzeptor-Komplex oder jeder beliebige photoinduzierbar redoxak- 
tive Charge-Transfer-Komplex sein. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder beliebiger Wellenlange gibt der 

20 Elektron-Donor an einen der Elektron-Akzeptoren ein Elektron ab und es bildet sich, zumindest temporary ein ladungs- 
geu-ennter Zustand D + A~ aus oxidiertem Donor und reduziertem Akzeptor. Dieser Vorgang innerhalb der photoinduzier- 
bar redoxaktiven Einheit wird als photoinduzierte Ladungstrennung bezeichnet. Bei entsprechend gewahlten auBeren 
Umstanden entfaltet die photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxakti vitat, also ihre Eigenschaft, an einen geeig- 
neten extemen Elektron-Akzeptor Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten, externen Elektron-Donor Eiektro- 

25 nen aufzunehmen, erst im ladungsgetrennten Zustand, da die externen Donoren (bzw. Akzeptoren) nur auf den oxidierten 
Donor (bzw. vom reduzierten Akzeptor) der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit Elektronen uberlragen (bzw. aufneh- 
mcn), z. B. in Gcgcnwart cincs externen Oxidationsmittcls, das A", jedoch nicht A, oxidicrcn kann (bzw. in Gcgcnwart 
eines Reduklionsmittels, das D*, jedoch nicht D, reduziert kann). Auch kann eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit 
erst nach der photoinduzierten Ladungstrennung ein Elektron an eine Elektrode abgeben (bzw. von dieser aufnehmen), 

30 wenn die Elektrode auf ein Potential gesetzt wird, bei dem A", jedoch nicht A, oxidiert (bzw. D + , jedoch nicht D, redu- 
ziert) wird. 

photoinduzierbar redoxaktives Protein/Enzym: besteht in der Regel aus Apoprotein und Cofaktoren. Die photoinduzierte 
Ladungstrennung innerhalb des photoaktivierbar redoxaktiven Proteins/Enzyms wird durch Licht bestimmter oder behe- 
biger Wellenlange ausgelost. So sind zum Beispiel im photosyntlietischen Reaktionszentrum (reaction center, RC) als 
35 Cofaktoren ein primarer Elektron -Donor P und mehrere verschiedene Elektron-Akzeptoren A, darunter auch Quinon- 
Cofaktor(en) Q, in eine Proteinmatrix eingebettet und bilden so eine "polymoiekulare" Einheit. Bei Lichteinstrahlung ge- 
eigneter Wellenlange gibt der prirnare Donor ein Elektron an einen der Elektron-Akzeptoren ab und es bildet sich, zu- 
mindest lemporar, aus den anfanglich neutralen Cofaktoren ein ladungsgetrennter RC-Zustand P f A", insbesondere auch 
jder Zustand P*+Q~. 

40 photoinduzierbar redoxaktiver, kovalent verknupfter, (wenigstens bimolekularer) Elektron-Donor-/Elektron-Akzeptor- 
Komplex: kovalent verknupfte Verbindung aus einem oder mehreren Elektron-Donor Molekulen Dl, D2, D3 etc. und 
mindestens einem oder mehreren geeigneten Elektron-Akzeptor Molekulen Al, A2, A3 etc., wobei der Fachmann an- 
hand der Struktur des Elektron-Donor/- Akzeptor-Komplexes den Aufbau aus den ursprunglichen Molekulen zu erken- 
nen vermag. Die auch als Einzelmolekule vorkommenden Bestandteile Dl, D2, D3 etc. und Al, A2, A3 etc. sind im 

45 Elektron-Donor/Elektron-Akzeptor-Komplex direkt oder indirekt (z. B. uber einen Spacer, nicht aber uber ein Nuklein- 
saure-Oligomer) miteinander verbunden. Der photoinduzierbar redox-aktive, kovalent verknupfte, (wenigstens bimole- 
kulare) Eleku-on-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplex entspricht in seiner erfindungsrelevanten Funktionsweise einem 
photoinduzierbar redoxaktiven Protein/Enzym, d. h. auch hier kommt es durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange 
zur photoinduzierten Ladungstrennung und es wird, zumindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D + A~ gebildet 

50 (wobei D fur ein beliebiges Dl, D2, D3 etc. und A fur ein beliebiges Al, A2, A3 etc. steht). 

photoinduzierbar redoxaktiver Charge-Transfer-Komplex: elektrisch geladener oder ungeladener Komplex 
[M(Ll)(L2)(L3)etc] aus ijbergangsmetall M und Liganden LI, L2, L3 etc., bei dem Lichtanregung zu einem intramole- 
kularen LadungstrennungsprozeB fuhrt. Der photoinduzierbar redoxaktive Charge-Transfer-Komplex entspricht in sei- 
ner erfindungsrelevanten Funktionsweise einem photoaktivierbaren redoxaktiven Protein/Enzym, d. h. auch hier kommt 

55 es durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange zur photoinduzierten Ladungstrennung. Dabei wird ein Elektron von 
einem Liganden L zum Metall M transferiert und der ladungsgetrennte Zustand M~L + gebildet oder es wird ein Elektron 
vom Metall M zu einem Ligand L transferiert und der ladungsgetrennte Zustand M + L" entsteht. 

RC: Reaktionszentrum. Beispiel eines photoinduzierbar redoxaktiven Proteins/Enzyms. Bei dem Protein/Enzym handelt 
es sich urn einen sogenannten Pigment/Protein-Komplex der aus Apoprotein mit mehreren Proteinuntereinheiten und 

60 mehreren Cofaktoren (irn Beispiel RC sogenannte Pigmente) handelt. Tn solchen Pigment/Protein-Komplexen spielen 
sich die ersten Schritte der lichtgetriebenen Ladungstrennung der bakteriellen oder pflanzlichen Photosynthese ab. Das 
RC der Photosynthese betreibenden Bakterien des Stammes Rhodobacter sphaeroides z. B. besteht aus drei Protein-Un- 
tereinheiten und acht Cofaktoren (Pigmenten). Die Cofaktoren sind ein BakteriochlorophvU-Dimer P, zwei Bakteriochlo- 
rophyU-Monomere B A und B B , zwei Bakteriopheophytin-Monomere H A und H B und zwei Ubichinon-50 (UQ) Molekuie 

65 Qa und Qb, die in den jeweiligen Protein-Bindungstaschen (also der P-, B A - etc. Bindungstasche) lokahsiert sind (vgl. 
Struktur 1). 

QA-Protein-Bindungstasche: Proteinbindungstasche bzw. Proteinumgebung in der sich der Chinon-Cofaktor Qa befin- 
det. In RC von z. B. Rhodobacter sphaeroides ist der Chinon-Cxrfaktor Qa ein Ubichinon-50 (vgl. Struktur 1). 
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rc-reduzieren (bzw. re-oxidieren) kann. 

Chemische Substanzen/Gruppen 

R^^XJoiooTdon oxidienon primtto. Donor 1* ZU P redozlon; B««pi«l cine, r=dox«la.v«n tabcnu. 
EDTA: Ethyiendiainin-'Ietraacetat (Natriumsalz) 

sulfo-NHS: N-Hydroxysulfosuccinimid 20 

EDC: (3-Dimethylarainopropyl)-carbodiimid 

TTEPKS : N-[2-Hydroxyethy l]piperazin-N'-[2-ethansulfonsaure] 

I ris: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

bipy: bispyridyl-Ligand 

py: pyridyl-Ligand 25 

^t^^^^^^r^ *r C-C Einfacnbindungen durch C=C Doppelbindungen ersetz. 
Snyl: Alky.- odcr Alkenylgruppen, bei denen eine oder tnehrere der C-C Einfach- oder C=C Doppelbindungen durch 
{SSSgSSSBS^S dent eine oder mehrere der C-H Bindungen oder C-C Einfacnbindungen dureh C-N, 

7 kTm /' m P r-P C-O C==0 C-S oder C = S Bindungen erselzt sind. 
gen durch C-N, C=N, C-R C-F, G-U, <~=u, v. a ouci ^ o © Rin Hnnpen r _ c Einfach-, C=C Doppel- oder 

TWro-Alkinvl- Aikinvlfiruppen, bei denen eine oder mehrere der C-H Bindungen, e. ^ ttiriracn-, v. v. 
Hciero AlKinyi. /^Mnyigruppv. , Bindungen ersetzt sind. 

(glcichen Oder verschiedenen) reaktiven Onippen denvausiert ^.st O^^ESsSeBinduM aus. Die reaktiven Grup- 
schenReaklionen mil den entsprechenden Reakuonspartner eine ^^^^^^Satiaaaiec oder beliebiger 

und einem andcrcn Molekul, darsteUt. verbindenden Strukturen (siehe Linker) kova- 
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Modifizierle Oberflachen/Elektroden 



Mica: Muskovit-Plattchen, Tragermatenal ^Aufb"ngen f ™°?^^j2«ehrachter Monolayer aus derivausieriern 
Au-S-(CH 2 )rSs^tigoSpacer-UQ^Q: .Go [W-Rlm Phosphatgruppe 
12Bp Einzelslrang DNA-OUgonukleotid (S^nz: TAG ^^ f ^^ A J ( SS>H verestert, wo&i die S-S Bindung 
des Sligonukleotids am S'-Ende mil ^ C ?^ am 5'-Ende des Oligo- 

homolytisch gespalten wird und je eine Au-S-RBi^ung ^7^^"^^^ und di eser Rest wiederum ist uber 

^^^^^^^^^^^^^^ 

anschlieBend mil dem restlichen RC rekonsliunert. 
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Au-S(CH 2 )rds-oligo-Spacer-UQ(RC): Au-S-(CH 2 )2-ss-oligo-Spacer-UQ(RC) hybridisiert mil dem zu ss-oligo (Se- 
quenz: TAGTCGGAAGCA) komplementaren Oligonukleotid. 

Au-S-(CH 2 )2-ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl: identisch zu Au-S-(CH 2 )2-ds-ohgo-Spacer-UQ(RC) mit der Ausnahme, daB, 
statt des iiber UQ angebundenen RCs, Q-ZnBChl als photoinduzierbar redoxaktive Einheit angebunden ist. 
5 Au-S-(CH 2 )2-ds-oligo-Spacer-Q-ZnBChl: Au-S-(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl hybridisiert mit dem ss-oligo (Se- 
quenz: TAGTCGGAAGCA) komplementaren Oligonukleotid. 

Elektrochemie 

ia E: Elekirodenpotential, das an der Arbeitselektrode anliegt. 

Eqx* Potential beim Strom-Maximum der Oxidation einer reversiblen Elektrooxidation oder -reduktion. 
i: Stromdichte (Strom pro cm 2 Elektrodenoberflache) 

Cyclovoltametrie: Aufzeichnung einer Strom/Spannungskurve. Hierbei wird das Potential einer stationaren Arbeitselek- 
trode zeitabhangig linear verandert, ausgehend von einem Potential, bei dem keine Elektrooxidation oder -reduktion 

15 stattfindet bis zu einem Potential, bei dem eine geloste oder an die Elektrode adsorbierte Spezies oxidiert oder reduziert 
wird (also Strom flieBt). Nach Durchlaufen des Oxidations- bzw. Redukuonsvorgangs, der in der Strom/Spannungskurve 
einen zunachst ansteigenden Strom und nach Erreichen eines Maximums einen aiimahiich abfalienden Strom erzeugt, 
wird die Richtung des Potentialvorschubs umgekehrt Im Rucklauf wird dann das Verhalten der Produkte der Elektro- 
oxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 

20 Amperometrie: Aufzeichnung einer Strom/Zeitkurve. Hierbei wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode z. B. 
durch einen Potentialsprung auf ein Potential gesetzt, bei dem die Elektrooxidation oder -reduktion einer gelosten oder 
adsorbierten Spezies stattfindet und der flieBende Strom wird in Abhangigkeit von der Zeit aufgezeichnet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Nukleinsaure-Oligomer, das durch chemische Bindung einer photoinduzierbar 
redoxaktiven Einheit modifiziert ist, wobei die photoinduzierbar redoxaktive Einheit nach Abgabe oder Aufnahme eines 

25 Elektrons an einen externen Elektron-Donor oder Elektron-Akzeptor, z. B. eine Elektrode, durch eine freie redoxaktive 
Substanz re- reduziert bzw. re-oxidierl, also in seinen urspriinghchen Zustand zuruckversetzt werden kann. 

Als Nuklcinsaurc-Oligomcr wird im Rahmcn der vorlicgcndcn Erfindung cine Vcrbindung aus wenigstens zwei kova- 
lent verbundenen Nukleotiden oder aus wenigstens zwei kovalent verbundenen Pyrimidin- (z. B. Cytosin, Thymin oder 
Uracil) oder Purin-Basen (z. B. Adenin oder Guanin), bevorzugt ein DNA-, RNA- oder PNA-Fragment, verwendet. In 

30 der vorliegenden Erfindung bezieht sich der Begriff Nukleinsaure auf ein beliebiges "Ruckgrat" der kovalent verbunde- 
nen Pyrimidin- oder Purin-Basen, wie z. B. auf das Zucker-Phosphat Ruckgrat derDNA, cDNA oder RNA, auf ein Pep- 
tid-Ruckgrat der PNA oder auf analoge Ruckgrat- Strukturen, wie z. B. ein Phosphorothioat-, ein Phosphorodithioat- 
oder ein Phosphoramid-Ruckgrat. Alternativ zu dem Begriff "Nukleinsaure-Ohgomer" werden die Begriffe "(Probe-) 
Oligonukleotid", "Nukleinsaure" oder "Oligomer" verwendet. 

3S Unter einer "photoinduzierbar redoxaktiven Einheit" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung jede Einheit ver- 
standen, die einen oder mehrere Elektron-Donor-Molekule oder -Molekulteile und einen oder mehrere Elektron-Akzep- 
tor— Molekule oder -Molekulteile enthalt. Die Elektron-Donor-Moiekul(e) oder Molekulteil(e) und Elektron-Akzeptor- 
Molekul(e) oder -Molekulteil(e) dieser photoinduzierbar redoxaktiven Einheit konnen untereinander durch eine oder 
mehrere kovalente oder ionische Bindungen, durch Wasserstoff-Brucken-Bindungen, van-der-Waals-Briicken, durch 71- 

40 7C-Wechselwirkung oder durch Koordination mittels Elektronenpaar-Donation und -Akzeptation miteinander verbunden 
sein. AuBerdem konnen die Elektron-Donor-Molekul(e) oder -Molekulteil(e) und Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder 
-Molekiilteil(e) in ein oder mehrere Makromolekul(e) eingebunden sein, wobei diese Einbindung durch Einkapseln in 
molekulare Kavitaten der Makromolekul(e), durch Wasserstoff-Brucken-Bindungen, van-der-Waals-Briicken oder tc-tc- 
Wechselwirkung zwischen dem(n) Makromolekiil(en) und dem(n) Elektron-Donor-Molekul(en) oder -Molekiilteil(en) 

45 und/oder dem(n) Elektron-Akzeptor-Molekul(en) oder -Molektilteil(en) erfolgt. In diesem Fall bilden also die Makromo- 
lekul(e) und die Elektron-Donor-Moiekiil(e) oder -Molekulteil(e) und die Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -Molekul- 
teil(e) die photoinduzierbar redoxaktive Einheit. Die photoinduzierbar redoxaktive Einheit kann also z. B. ein photoin- 
duzierbar redoxaktives Protein oder Enzym, ein photoinduzierbar redoxaktiver, kovalent verkniipfter (wenigstens bimo- 
lekularer) Elektron-Donor-ZElektron-Akzeptor-Komplex oder ein photoinduzierbar redoxaktiver Charge-Transfer- Kom- 

50 plex sein. Die angesprochenen Donor- und Akzeptor-Molekule (oder -Molekulteile) bilden erfindungsgemaB eine redox- 
aktive Einheit, d. h. sie sind direkt oder uber weitere Molekulteile aneinander gebunden, Einzige erfindungsgemaBe Ein- 
schrankung der die Bestandteile der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit verbindenden Molekule oder Molekulteile ist 
der AusschluB von Nukleinsaure-Ohgomeren. GemaB der vorhegenden Erfindung ist die photoinduzierbar redoxaktive 
Einheit als eine komplette Einheit an das Probe-Oligonukleotid gebunden, wobei naturlich mehrere chemische Bindun- 

55 gen zwischen Oligonukleotid und der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit ausgebildet werden konnen. Durch den 
AusschluB von Nukleinsaure-Ohgomeren als die die Bestandteile der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit verbinden- 
den Molekule oder Molekulteile soil verdeutlicht werden, daB nicht einzelne Teile der photoinduzierbar redoxaktiven 
Einheit an verschiedenen Stellen des Probe-Oligonukleotids angebunden sind. Das Probe-Oligonukleotid stellt also ex- 
plizit nicht die Verbindung zwischen den Elektron-Donor-Molekui(en) oder -Molekulteil(en) und den Elektron-Akzep- 

60 tor-Mol ekiil (en) oder -Molekiil tei 1 (en) der photoi nduzi erbar redox akti ven Ei nhei t. dar. 

"Photoinduzierbar" heiBt im Rahmen der vorliegenden Erfindung, daB die Redoxaktivitat der photoinduzierbar redox- 
aktiven Einheit, also deren Eigenschaft unter bestimmten auBeren Umstanden an einen geeigneten Elektron-Akzeptor 
Elektronen abzugeben oder von einem geeigneten, externen Elektron-Donor Elektronen aufzunehmen, erst durch Ein- 
strahlen von Licht bestirnmter oder behebiger Wellenlange entfaltet wird. Durch Einstrahlung von Licht bestimmter oder 

65 beliebiger Wellenlange gibt der Elektron-Donor an einen der Elektron-Akzeptoren ein Elektron ab und es bildet sich, zu- 
mindest temporar, ein ladungsgetrennter Zustand D + A" aus oxidiertem Donor und reduziertem Akzeptor. Dieser Vorgang 
innerhalb der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit wird als photoinduzierte Ladungstrennung bezeichnet. Bei entspre- 
chend gewahlten auBeren Umstanden entfaltet die photoinduzierbar redoxaktive Einheit ihre Redoxaktivitat erst im la- 
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dungsgetrennten^stand.dadieex*^^^^^^ 

ten ILptor) der photoinduzierbar redo^ven E.nheu Eleven ub g^ l ^ ^ ^ ukuonsnnttels 

eines extemcn Oxidationsnunels das A jed~h , mclH A. on* ^ ^^Uve EinheU auch erst nach der 

das D\ jedoch nich, D. redact kann). *^££^S££de abgeb en (bzw. von dieser aufnehmen). wenn d,e Elek- 
pho,oinduzienenLadungs,rennunge.nEleknon njchtA oxidiert (bzw. D + , jedoch nicht D. redimerl w«n± 

ixode auf ein Potential gesetzt wird. be. dem A &™^n^ vorUegenden Erfindung eine n.cht an e.n Nuklem- 
Mii dem Begriff "freie redoxakuve Substanz wird mi Kanmen aer v e d re doxaktive Substanz bezeich- 

s^-OUgom- gebundene, aber .nit N "^^ Protein oder Enzym 

net, wobei diese Substanz z. ^nungeladen^Mol ^^^^2^ g eke nnzeichneu daB sie den oxidierten Donor 
(Oxydoreductase) sein kann. D.e tre.e redoxakuve _SubM aa S ^^^ren (bzw. reox.d.eren) kann. Des 
(bzw den reduzierten Akzeptor) der Ph^n^^^^thnet daB sie bei einem Potential <p oxidierbar und redu- 
Sren ist die freie redoxakuve Substanz >d adurch sic b hierbei auf 'd» freie redox- 
zierbar ist, wobei <p der Bedmgung 2.0 V ^ ^{^1^^ Norm alwasserstoffelektrode. Im Rahmen der vor- 
aktive Molekiil in einem gee.gneten^sungsmittel gemessen ^ e | e j detBeK \ch 1,4 V 2. <p 2-1,2 V be- 

Hegenden Erfindung ist <f /«2SSo9V * * > -0 7 V, in ,dn 1 redoxaktiven Substanzen der Anwendungsbe,- 

^x?dIe^bzw Sl ien) w'emen, ganz ^^^^ einen Spaeer) an eine leitfahige Oberflache ge- 
P Das modifizierte Nukleinsaure-OUgomer ts ^^^SffiStflihi^ Oberflache beliebiger Dieke verstan- 
bunden. Unter dem Begriff leitfahige p^^^^^gierungen oder dotierte oder nicht douerte Ha bleu- 
den, insbesondere metallische Oberflaehen, O^rflache^us MmUeg ^ ^n^g finden konnen. D.e le.tfa- 
eroberflachen, wobei samtliche Halb letter ab ' aMne oder auf einem beUebigen Tragermatenal, wie z B. 

tlunv eines mil einer pholoinuu^ier 

bdricbenen Variante den Einsatz yor Ort. nhotoadressierbares Ausleseverfahren zur Detekuon ™olekula- 

AuBerdem steUt betrifft die vorhegende Erfindung f^^^ MrongseKigR is^n auf einem Otgome^Unp 
rer Strukturen zur Verfugung, unter anderem ^ r D e ^° f V ™ 0 " o y adressierb arem (OUgomer-Chip-) Ausleseverfahren 

££Eh ™£tae T«l-Ste (.c™pp.) fotosicr, (beg« n zt) w«d. 

BWu ng .toe, pho—erba, »*»*,«» B-h* » «n NuUei^-Oli.o"" 

,^=^^^ 

„ , . trnm fRC\ wie z B das RC von Rhodobacter sphaeroides mit 

aktivesProtein/Enzym. rhinon-Svsteme der aUgememen Struktur 2 als Beispiel fur e.nen pho- 

(u) Cyclophane, also verbrucktePorphynn-Ch.non-Systeme ,oa . J E! ektr on-Donor/Elektron-Akzepior- 
toinduzierbar redoxaktiven, kovalent verknupften, wen ^" S .^° n e ^S en Elektron-Akzeptor (1,4-Ben- 
r^l 'x Die beiden Spacer- verbriickten, kovalen.en Verb.ndungen zwiscn beUebigen Stellen des 

Son^rltru^ 

Elekuon-Donors und/oder Elektron- Akzeptors angebracht sein JNeo a u g emeinen Formel 2 oder an- 

SSp^ren konnen auch Ravine der ^S em - n ^^ anorgaLche Elektron-Akzeptoren 

dere Chinone, z. B. solche der allgemeinen 1-ormehi 3-8 oWflflF Elektron-Donoren, w.e z. B 

Sd 21 neben den (Mf^.^^X^S^^^ ^ 
(MetaUo-)Chlorophylle der allgemeinen FormeM ^ e ^™^ rwendet we «ten. Daneben konnen auch emfach 
11 oder andere organische bzw. anorgan.sche ^f^":^^ wie z. B. kovalent* Verbmdungen e,- 

kovalent (Spacer-)verbriickte Blektron-Donor/ElektrorHAk/^ptor i^mp kova lente Verbindungen e.- 
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Struktur2 Struktur3 

a il^ = , 2 ' 2* 211 *t! g \ Zn r\ CU ' Ni ' Pct Ca Cd « Mn ' Fe ' Sn * R etc - Rl bis R *< S P acer = z - B - beliebiger AlkyK Alkenyl- 
AlkinyK Heleroalkyk Heieroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Substituent. ^^enyi 
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M = 2H, Mg, Zn, Cu, Ni, Pd, Co, Cd, Mn, Fe, Sn, Pt etc.; R t bis R 8 = beliebiger Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroal- 
kyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinyl-Substituent. 

Daneben zeichnet sich die photoinduzierbar redoxaktive Einheit erfindungsgemaB dadurch aus, daB besagte Einheit an 
einen anderen, ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen Elektron-Akzeptor photoinduziertElek- 
S tronen abgibt bzw. von einen anderen ebenfalls kovalent an das Oligonukleotid angebundenen Elektron-Donor photom- 
duziert Elektronen aufnimmt, wobei dieser andere Elektron-Donor oder Elektron-Akzeptor insbesondere eine elektrisch 
leitfahige Oberflache (Elektrode) ist und die photoinduzierbar redoxaktive Einheit durch Anlegen einer auBeren Span- 
nung an dieser Elektrode im elektrochemisch zuganglichen Potentiaibereich der Elektrode elektrcoxidiertZ-reduziert 
werden kann. 

to Die redoxaktive Substanz zeichnet sich erfindungsgemaB dadurch aus, daB sie die photoinduzierbar redoxaktive Ein- 
heit, nach deren Elektron-Abgabe an einen anderen, von der redoxaktiven Substanz verschiedenen, kovalent an das Oli- 
gonukleotid angebundenen Elektron-Akzeptor re-reduzieren kann (nach deren Elektron-Aufnahrae von einem anderen, 
von der redoxaktiven Substanz verschiedenen, kovalent an das Oligonukleotid angebundenen Elektron-Donor reoxidie- 
ren kann). Die redoxaktive Substanz stellt also die photoinduzierbar redoxaktive Einheit in ihrem urspriinglichen, vor der 

15 photoinduzierten Abgabe bzw. Aufhahme eines Elektrons an den anderen, ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oli- 
gomer angebundenen Elektron-Akzeptors bzw. Elektron-Donors vorhandenen Zustand, wieder her. ErfindungsgemaB 
kann dazu jede redoxaktive Substanz verwendet werden, solange sie bei einem Potential (p, das der Bedingung 2,0 V > <p 
> -2,0 V genugt, oxidierbar und reduzierbar ist und das Potential geeignet ist, besagte photoinduzierbar redoxaktive Ein- 
heit~nach deren Elektron-Abgabe an einen anderen, ebenfalls kovalent an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen 

->o Elektron-Akzeptor zu re-reduzieren (bzw. nach deren Aufnahme eines Elektrons von einen anderen, ebenfalls kovalent 
an das Nukleinsaure-Oligomer angebundenen Elektron-Donor zu re-oxidieren). Das Potential bezieht sich hierbei auf die 
freie unmodifizierte, redoxaktive Substanz in einem geeigneten Losungsmittel, gemessen gegen Normalwasserstoff- 
elektrode. Im Rahmen der vorhegenden Erfindung ist der Potentiaibereich 1 ,7 V > 9 > -1 J V bevorzugt, wobei der Be- 
reich 1,4 V > <p > -1,2 V besonders bevorzugt ist und der Bereich 0,9 V > <p > -0/7 V, in dem die redoxaktiven Sub- 

->5 stanzen der Anwendungsbeispiels oxidiert (und rereduziert) werden, ganz besonders bevorzugt ist. Geeignet smd, neben 
den iiblichen organischen und anorganischen redoxaktiven Molekulen wie z. B. Hexacyanoferralen, Ferrocenen, Cobal- 
toccnen und Chinoncn vor ailcm die Ascorbinsaurc (oder das Na + Salz davon), [Ru(NH 3 ) 6 ]- + , oder Cytochrom c 2 (cyt 
c 2 ) 2+ , ein frei bewegliches eisenhaltiges Protein, das den oxidierten primaren Donor P 4 " in RC von Rhodobacter sphaeroi- 
des zu P reduziert und dabei selbst zu (cyt c 2 ) 3+ oxidiert wird. 

30 ErfindungsgemaB wird eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer kovalent durch die 
Rcakiion des Nukleinsaure-Oligomers mit der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit oder Teilen davon (siehe auch Ab- 
schnilt "Wege zur Ausfuhrung der Erfindung") gebunden. Diese Bindung kann auf vier verschiedene Arten durchgefuhrt 
werden: 

.W a) Als reaktive Gruppe zur Bindungsbildung am Nukleinsaure-Oligomer wird eine freie Phosphorsaure-, Zucker- 

C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe des Oligonukleotid-Ruckgrats, insbesondere eine Gruppe an ei- 
nem der beiden Enden des Oligonukleotid-Ruckgrats, verwendet. Die freien, endstandigen Phosphorsaure-, Zucker- 
C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte Reaktivitat auf und gehen daher leicht typi- 
sche Reaktionen wie z. B. Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) Aminogruppen bzw. mit Sauregruppen, 

40 Estcrbildung mit (primaren, sekundaren oder tertiaren) Alkoholen bzw. mit Sauregruppen, Thioesterbildung mit 

(primaren, sekundaren oder tertiaren) Thio- Alkoholen bzw. mit Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und 
Aldehyd mil anschlieBender Reduktion der entstandenen CH=N Bindung zur CH 2 -NH Bindung ein. Die zur kova- 
lcnlcn Anbindung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit ndtige Kopplungsgruppe (Saure-, Amin-, Alkohol-, 
Tliioalkohol- oder Aldehydfunkuon) ist entweder natiirlicherweise an der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 

45 vorhanden oder wird durch chemische Modification der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erhalten. Die An- 

bindung der photoinduzierbar redoxakdven Einheit kann komplett oder in Teilen der Einheit mit anschlieBender 
Vervollstandigung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erfolgen (siehe unten). 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer ist uber einen kovalent angebundenen Molekulteil (Spacer) beliebiger Zusammen- 
setzung und Keuenlange (langste durchgehende Kette von aneinander gebundenen Atomen), insbesondere der Ket- 

50 tenlange 1 bis 14, am Oligonukleotid-Ruckgrat bzw. an einer Base mit einer reaktiven Gruppe modifiziert. Die Mo- 

difikation erfolgt bevorzugt an einem der Enden des Oligonukleotid-Ruckgrats bzw. an einer terminalen Base. Als 
Spacer kann z. B. ein Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Heteroalkyl-, Heteroalkenyl- oder Heteroalkinylsubstituent ver- 
wendet werden. Mogliche einfache Reaktionen zur Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen photoinduzierbar 
redoxaktiver Einheit und des so modifizierten Nukleinsaure-Oligomers sind wie unter a) beschrieben, die Amidbil- 

55 dung aus Saure- und Amino-Gruppe, die Esterbildung aus Saure- und Alkohol-Gruppe, die Thioesterbildung aus 

Saure- und '1 Tiio- Alkohol-Gruppe oder die Kondensation von Aldehyd und Amin mit anschlieBender Reduktion der 
entstandenen CH=N Bindung zur CH r NH Bindung. Die Anbindung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
kann komplett oder in Teilen der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit mit anschlieBender Vervollstandigung der 
Einheit erfolgen (siehe unten). 

60 c) Bei der Synthese des Nukleinsaure-Oligomers wird eine terrninale Base durch die photoinduzierbar redoxaktive 

Einheit ersetzL Diese Anbindung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit kann komplett oder in Teilen der Ein- 
heit mit anschlieBender Vervollstandigung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erfolgen (siehe unten). 
d) Bei der Verwendung eines kovalent verknupften (wenigstens bimolekularen) Elektron-Donor-/Elektron-Akzep- 
tor-Komplexes als photoinduzierbar redoxaktiver Einheit wird der Elektron-Akzeptor (oder -Donor) in einer ersten 

65 kovalenten Modifikation, wie unter b) oder c) in diesem Abschnitt beschrieben, an eine oder statt einer terminalen 

Base an das Nukleinsaure-Oligomer gebunden und anschlieBend in einer zweiten kovalenten Modifikation der 
Elektron-Donor (oder -Akzeptor), wie unter a) in diesem Abschniu beschrieben, am selben Ende des Nukleinsaure- 
Oligomer-RUckgrats an eine reaktive Gruppe des Ruckgrats gebunden. Bei Verwendung eines kovalent verknupf- 
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Oder in Teilen vor oder nach del -Bog Jg^SS^^SJ^ Cofaktor(en) statt der kompleuen pho- 
Falle eines photoinduzierbar redoxaktiven P ~ lel "^"^ n a ^ e ^ n P Cofaktor ang ebunden sein und die photoinduzier- 
toinduzierbkr redoxaktiven Einhei. auch "J^W^^S tehlenden Teilen komple.tiert. Be, der 
bar redoxaktive Kinheit wird durch a "« h ^ n £ 

Verwendung eines kovalen. verknOpften (■'T^^SS^S (oder -Donor) in einer ersien kovalenten Mod.fi- 
als photoinduzierbar redoxakuver ««* einer «™ inalen Base ^ Nuklemsaure- 

kation, wie unter b) oder c) in diesen. Abschmtt Mntt^ anou ' d Elektron-Donor (oder -Akzeptor). 

Sigomer gebunden und anschliefiend ,n e.ner ^^^^SS^ig«ner-Rllckgrals an eine reaktive 
wie unter a) in diesem Abschnitt beschneben ^^^^SSZ tri- odlr hohermolekularen Elektron-Do- 
Gruppe desRiickgrats gebunden. Bei Verwendung "^^S^SIS -Donors), auch ein beliebiger Ted des 
nor-Kktron- Akleptor-Komplexes kann stall ^F^^SSSmS^ verwendet und in der zweilen ko- 

1st es vorteilhaft, die (kovalente) Anbindung ^der ^JJ^SSSSSSSS^ der verschiedenen Test-Sites fur 
rgeSSL^^ So^Srbar reaktive Einbeit nacb 1,—sierung des 

NuUeinsaure-Oligoniers an der Oberflache angebunden wexdet < ^ p hoto induzierbar redoxakliver Einheit 

Bei Verwendung von photoinduzierbar ^^J^^^Sbige, naturlicherweise vorhandene oder durch 
kann die kovalente Anbindung des N^ns^ur^hgo "J-JJJ^ in *^ Fallc , daB das photoinduzierbar rcdox- 
Modifikation angebrachtc, rcakuvc Gruppe dc F™£ns crfolgcn iodcr natUrlich erweise vorhandene oder 
aktive Protein/Enzym aus Apoprotein ,^6to«jM ^^Uo Cofakiors. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durch Modifikation angebrachte, reaktive Gruppe ^^^^Oa^ oder durch Modifikation angebrachte, reak- 
ist die kovalente Anbindung » J* he f«^3j£SSS Ohne an mechanistische Details gebunden sein zu , w* 
tive Gruppe eines (beliebigen) Cofaktors des Proteins^ bevonugL £™ inen anderen, externen, ebenfalls ko- 
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Die leitfahige Oberflache 



La Krisudlslruklur gnnnnnl. 0~ig»» »"J e ^ nf * l6 ^ E1«L»«» dtr 0™pp.n 13 und 15. 

SUenigu, Sumter nns dnn een«»«n d« <W»M ™^ ^ eW Zusanu ™ nse m,„g und behdnger 
itm durGruppo. 15 und 16. Dunnbun ka«n ^"JS^Sw. *r Gruppnn 12, 13 und U>JTT^.^, 

1985. 

Bindung eines Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache 

schiedeneArtendurchgefuhrt werden: H „rch direkte 

a) Die Oberflache wird so modihziert, daB eine ^J££"£X JjggS^J^ 
gerivatisierung der Oberflachenmolekule z. B. durch g^S^fi^SiS-ion naBchemisch mil Aldehyd- oder 
geschehen. So kann z. B. die Oberflache von ^phuelek « Moglichkeit durch RedukUon in Gegen- 

Carbonsaure-Gruppen versehen werden. 3J> mil einer reaktiven Gruppe versehene) 

tSTvon Aryl-Diaioniumsalzen das entsprechende (^ u ^^toktio™alisierte) R-Radikal auf der Graphit- 
S-Radnkal oder durch Oxidation in 09^Sm£S£££ ™ Halbleiteroberflachen ist die Dm- 
Efektrodenoberflache anzukoppeln. Ein Beispiel der dtfetoen MomnK Si-OR" Gruppen an der Ober- 

vatisierung von Siliziumoberflacnen zu reakuven ^^^.^'^^ Resl darstellt (z. B. AlkyK Alke- 
flSe, wobei R- ebenso wie R ^«2^S2SS5S U««dv kann die gesam^ Oberfla, 
„yl-, AUdnyl-, Heteroalkyl-, Heieioalteny^ g^JJ™^. bifunktionalen Linkers modifiziert werden, so daB 
che durch die kovalente Anbindung einer reaktiven i.ruppe ein» 
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auf der Oberflache eine monomolekulare Schicht beliebiger Molekule enlsleht, die, bevorzugt endstandig, eine re- 
aktive Gruppe enihalten. Unter dem Begriff "bifunktionaler Linker" wird jedes Molekul beliebiger Kettenlange ins- 
besondere der Kettenlangen 2-14, mit zwei gleichen (homo-bifunktional) oder zwei verschiedenen (hetero-bifunk- 
tional) reaktiven Molekiil-Gruppen verstanden. 

Sollen mehrere verschiedene Test-Sites auf der Oberflache durch Ausnutzen der Methodik der Photolithographic 
gebildet werden, so ist mindestens eine der reaktiven Gruppen des homo- oder hetereo-bifunktionalen Linkers eine 
photoinduzierbar reaktive Gruppe, d. h. eine erst durch Lichteinstrahlung bestimniter oder beliebiger Wellenlange 
reaktiv werdende Gruppe. Dieser Linker wird so aufgebracht, dal3 die/eine photoaktivierbare reaktive Gruppe nach 
der kovalenfen Anbindung des Linkers auf der Oberflache zur Verlugung steht. An die so modifizierte Oberflache 
werden die Nukleinsaure-Oligomere kovalent angebunden, wobei diese selbst uber einen Spacer beliebiger Zusam- 
mensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 0-14, mit einer reaktiven Gruppe modifiziert sind be- 
vorzugt in der Nahe eines Endes des Nukleinsaure-Oligomers. Bei der reaktiven Gruppe des Oligonukleotids han- 
delt es sich um Gruppen, die direkt (oder indirekt) mit der modifizierten Oberflache unter Ausbildung einer kova- 
lenten Bindung reagieren. Daneben kann an die Nukleinsaure-Oligomere in der Nahe ihres anderen Endes eine wei- 
tere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber 
einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 0-14, angebunden ist. 
Desweiteren kann die photoinduzierbar redoxakti ve Einheit (komplett oder Bestandteile davon), altemativ zu dieser 
weiteren reaktiven Gruppe, an diesem anderen Ende des Nukleinsaure-Oligomers angebunden sein. 

b) Das Nukleinsaure-Oligomer, das auf die leitfahige Oberflache aufgebracht werden soil, ist uber einen kovalent 
angebundenen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbesondere der Kettenlange 0-14, mit einer 
reaktiven Gruppe modifiziert, wobei sich die reaktive Gruppe bevorzugt in der Nahe eines Endes des Nukieinsaure- 
Ohgomers befindel. Bei den reaktiven Gruppen handelt es sich um Gruppen, die direkt mit der unmodifizierten 
Oberflache reagieren konnen. Beispiele hierfur sind: (i) Thiol- (HS-) oder Disulfid- (S-S-) derivatisierte Nuklein- 
saure-Oligomere der allgemeinen Formel HS-Spacer-oligo bzw. R-S-S-Spacer-oligo oder oligo-Spacer-S-S-Spacer- 
ohgo, die mit einer Goldoberflache unter Ausbildung einer Gold-Schwefelbindung reagieren oder (ii) Amine, die 
sich durch Chemi- oder Physisorplion an Pladn- oder Silizium-Oberflaehen anlagem. Daneben kann an die Nukle- 
insaure-Oligomere in der Nahe ihres anderen Endes cine wcitcrc reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese rcak- 
uve Gruppe wiederum, wie oben beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Ket- 
tenlange insbesondere der Kettenlange 0-14, angebunden ist. Des weiteren kann die photoinduzierbar redoxaktive 
hinheit (komplett oder Bestandteile davon), altemativ zu dieser weiteren reaktiven Gruppe, an diesem anderen 
hnde des Oligonukleotids angebunden sein. 

c) Als reaktive Gruppe am Probe-Nukleinsaure-Oligomer werden die Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy- Car- 
bonsaure- oder Amin-Gruppen des Oligonukleotid-Phosphatgeriistes, insbesondere endstandige Gruppen,' verwen- 

• D u C P ho fP horsaure -> Carbonsaure- oder Amin-Gruppen weisen eine erhohte Reaktivitat auf und gehen daher leicht tv- 
ptschc Reaktioner. wie z. B. Amidbildung mit (primaren oder sekundaren) Amino- bzw. Sauregruppen. Esterbildune mit 
mT^^T?*? ta f m) Alkohole " bzw. Sauregruppen, Thioesterbildung mit (primaren, sekundaren^er 
^ Z ' V , , 10 - Alkon o 1 « n bzw Sauregruppen oder die Kondensation von Amin und Aldehyd mit anschlieBender Reduk- 
t.on der en.standenen CH=N Bmdung zur CH 2 -NH Bindung ein. Die notige Kopplungs-Gruppe zur kovalenten Antnn- 
Sfl"; Phos P. horeaure -..Z"^er-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe ist inrtesem Fall ein Teil der 
?cZlle^2^n S ^ n % n T lne l < monom ° lek , ula ™) ****>■ beliebiger Molekullange, wie unter a) in diesem Ab- 
H^IZ b ^eben,^r die Phosphorsaure-, Zucker-C-3-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe kann direkt mit 
der unmodifizierten Oberflache reagieren, w,e unter b) in diesem Abschnitt beschrieben. Daneben kann an die Oligonu- 
cleotide in der Nahe ihres anderen Endes eine weitere reaktive Gruppe gebunden sein, wobei diese reaktive Gruppe wie- 
derum, wie oben beschrieben, direkt oder uber einen Spacer beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange, insbeson- 
nl , i f "5 nlan g e °- 14 - angebunden ist. Desweiteren kann die photoinduzierbar redoxaktive Einheit (komplett oder 
Bestandteile davon) altemaUv zu dieser weiteren reaktiven Gruppe, an diesem anderen Ende des Nukleinsaure-Oligo- 
mers angebunden sein. 6 

Die Bindung des Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache kann vor oder nach der Anbindung der photoin- 
duzierbar redoxaknve Emheit an das Nukleinsaure-Oligomer erfolgen. Im Falle eines photoinduzierbar redoxaktiven 
Proteins/Enzyms aus Apoprotein und Cofaktor(en) kann statt der kompletten photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
auch nur das Apoprotein oder Cofaktor angebunden sein und die photoinduzierbar redoxaktive Einheit wild durch an- 
schjieBendeRekonsutuuon tmt den noch fehlenden Teilen komplettiert. Bei der Verwendung eines kovalent verknupften 
(wenigstens bimolekularen) Elekton-Donor-/Elektron-Akzeptor-Komplexes als photoinduzierbar redoxaktive Einheit 
kann der blektron-Akzeptor (bzw. -Donor), wie unter b) oder c) im Abschnitt "Bindung einer photoinduzierbar redoxak- 
tiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben, an eine oder statt einer terminalen Base an das Nukleinsaure- 
Oligomer gebunden sein und der Elektron-Donor (bzw. -Akzeptor) durch anschlieBende kovalente Anbindung oder, wie 
unter a) im Abschnitt Bindung einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrie- 
ben, durch anschlieBende Anbindung an eine terminate reaktive Gruppe des Nukleinsaure-Oligomer-RiickgraLs am sel- 

H^na h« m m D - " (S,ehe ^ deD Abschnitt " We *e ™ Ausfiihrung der Erfindung"). Altemativ kann die Bin- 

dung des Nuklemsaure-Ohgomers an die leitfahige Oberflache vor oder nach Anbinden des mit einer reaktiven Grupi 
^nJ?1, ?a< ^ rS z "* Blndun g der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit erfolgen. Die Bindung des bereits modifi- 
^ho^ elDSa T^ 0 H g0, !!!- n! a " diC 1Citfahige ° berfl5che ' d. h. die Bindung an^die Oberflache nach der Anbindung 
der photomduziemar redoxaktiven Einheit an das Nukleinsaure-Oligomer bzw nach der Anbindung von Teilen der pbo^ 

der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, erfolgt ebenfalls wie unter a) bis c) in diesem Abschnitt beschrieben 

Bei der Herstellung der Test-Sites muB bei der Anbindung der Einzelstrang-NuUeinsaure-OUgomere an die Oberfla- 
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che dara uf geachte, warden, daB zwischen den ^ 

tZS^MI^SSi dreiverschiedene Nforgehensweisen (und Kombmauonen daraus) an. 
,. Herstellung einer modiflzierten Obecflache ^AnMnd-jg^ 

chenanbindung wircl durchgetuhrt wie unter a)-c) in ^^^^^^^^^isusng.^n- 

gestelltwird. rwflarh,. Hurch Anhindung eines Einzelstrang-~oder Doppelstrang-Nuklein- 

2. Herstellung einer modifizierten Oberflache durch Anmnnung c tra ni>-P robe-Nukleinsaure-Oligomer 
saure-Oligomtrs, wobei wahrend der Oberfl^hen-Denvans.emng «J ^^f^^a^^^ 

eingeeignWmonofunktionale, pinker ^^^^.^S^S^SSS&M^B^^^ 
saui^bgomerebenfaUsandieOberflachegebunden^ 

a)-c) in diesem Abschnitt beschneben) S^SSSSS^i identisch ist oder um maximal 

themusch dehybndisiert a-iu-a, m «ne« Pinzelstrane- oder Doppelstrang-Oligonu- 

3. Herstellung einer modifizierten Oberflache ^/^^°\^JS^J^ e phofoinduzierbar redox- 
kleouds.andasdiephotoinduziemarredox^ 

aktive Einheit einen Durchmesser von groBer als 30 A ^^^f^^ ^ olisonu ^Zads an die Ober- 
kleodd wird der Oligonukleoud-Doppelslrang nach der Anbindung des> uoppeisuang kj g 

flachc thcrmisch dchybridisicrt. 

zum selben Endergebnis fiihren, an einem Beispiel demonstnert sind (Fig. 2). 

Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Nukleinsauie-OUgomer-Hybriden 

• o a u.rf,i, rl ,„ mr elektrochemischen Detekuon von Nukleinsaure-Oligomer-Hy- 
Vorteilhafterwcise werdcn gemaB dem Verfahren id ealerweise alle mogUchen Kombinationen 

briden mehxere Probe-Nukleinsaure-Oligomere «^^^^SSlS^Ss^ eines beliebigen Target- 
des Nukleinsaure-Oligomers. auf emem ^'^^S^SS^^ um Mutationen im Target aufzu- 
Nukleinsaure-Oligomers oder emer ( fra g men ^ n >Sf Sner S?Sgen Oberflache die Oberflachenatome oder 
spuren und sequenzspezifisch nachzuwersen^Dazu ^ e ^ e ^^ U kleinsaure-OUgomeren bekannter. aber 

folgend beschrieben, eine photoinduzierbar redoxakuve Einheit kann komplett 

Die Modifikation der Probe-NuUeinsauie-Obgomere n ~^'X vor ^er nach der Bindung des Probe-OUgo- 
oder in Bestandteilen der photoinduzierbar ^ M f va j* l ^i der einzelnen Schritte 

nukleotids an die leitfahige Oberflache «^en. D>e ^ an eine Elektrode ge- 

(Reaktionssequenzen), sind mil Hilfe der F«. 2 _ am Beispiel ^ u6e ^ n fuhnln S der Erfindung" demonstnert. 
bundenen photoinduzierbar redoxaktiven Einheit im Ab^hmtt T^^^g d der aUgemeinen Struktur Elek- 
Unabhangig von der^wenigen ^f^SFSS^ Z SSSu redoxaktive Einhei, steh.Im 
Spacer-ss-oligo-Spacer-Emheit wobe, &nhe,t XlSdonszenm.m (RC) der Photosynmese betreiben- 

Beispiel der Fig. 2 ist die photoinduzierbar ^ '^jy^^^f ^"xaku ves Protein bestehend aus Apopro- 

den Bakterien des Stammes Rhodobacter s P h * erold ^^ TJbichinon-50 (UQ) in der soge- 

tein und Cofaktoien. Im Beispiel der F.g .2, 3 und ^ RC SSSieSug™ verbunden. Das RC bildet nut 
nannten CU-Protein-Bindungstasche des RCs kovatent modem ^J~JS?d» Ubichinon-50 in der beschriebe- 
dem Cofaktor Ubichinon-50 in derQ A -Bindungstasche ^nen 1 j^gj ^ $ und 6 ist ^ photo induzierbar re- 
nenWeisekovalentandasNukleinsaure-Obgomergebunde^st^ ein kova . 

doxakuve Einheit ein photoinduzierbar r^ des 
lent verknUpfter 7ii-Bakteriochlomphyll-ai.non-Koniplex der ^her das um» >. elektroche nusche Kommu- 

Komplexesfkovalent uber einen Spacer ■^f^^£mSSS^^^Z verbnickten photoinduzier- 

^Intn^ 

Kontakt gebrachu Dabei kornmt es n "^" he gel^ komplementar; 
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es zu einer verstarkten Leitfahigkeit zwischen der Oberflache und der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, da diese 
nunmehr uber das aus einem Doppelstrang bestehende Nukleinsaure-Oligomer verbruckt ist. Fig. 3 zeigl dies schema- 
tisch am Beispiel der Elek-S pacer- ss-oligo-Spacer-UQ(RC). In Fig. 4 ist die Sequenz der Elektron-Transfer-Schritte in 
Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-UQ(RC) im Detail gezeigt, wahrend Fig. 5 das Beispiel Elek-S pacer-ss-oligo-Spacer-Q- 
5 ZnBChl schematisch zeigt und Fig. 6 die Sequenz der Elektron-Transfer-Schritte in Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-Q- 
ZnBChl im Detail darstelll. 

Aufgrundder Hybridisierung von Probe-Nukleinsaure-Oligomer und dem dazu komplementaren Nukleinsaure-Oligo- 
mer-Strang (Target) verandert sich die elektrische Kommunikation zwischen der (leitfahigen) Oberflache und der pho- 
toinduzierbar redoxaktiven Einheit. Somit kann ein sequenzspezifisches Hybridisierungsereignis durch elektrochemi- 

ii) sche Verfahren wie z. B. Cyclovoltametrie, Amperometrie oder Leitfahigkeitsmessungen detektiert werden. 

Bei der Cyclovoltametrie wird das Potential einer stationaren Arbeitselektrode zeilabhangig linear verandert. Ausge- 
hend von einem Potential bei dem keine Elektrooxidation oder -reduktion stattfindet, wird das Potential solange veran- 
dert bis die redoxaktive Substanz oxidiert oder reduziert wird (also Strom flieBt.). Nach Durchlaufen des Oxidations- bzw. 
Reduktionsvorgangs, der in der Strorn/Spannungskurve einen zunachst ansteigenden Strom, dann einen Maximalstrom 

15 (Peak) und schlieBlich einen allmahlich abfallenden Strom erzeugt, wird die Richtung des Potential vorschubs umge- 
kehrt. Im Rucklauf wird dann das Verhalten der Produkte der Elektrooxidation oder -reduktion aufgezeichnet. 

Eine alternative elektrische Detektionsmethode, die Amperometrie, wird dadurch ermogiicht, daB die photoinduzier- 
bar redoxaktive Einheit durch Anlegen eines geeigneten, konstant gehaltenen Elektrodenpotentials zwar elektrooxidiert 
(elektroreduziert) wird, die Rereduktion (Reoxidation) der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit in den ursprunglichen 

20 Zustand aber nicht wie in der Cyclovoltametrie durch Anderung des Elektrodenpotentials erfolgt, sondem durch ein der 
Targetlosung zugesetztes geeignetes Reduktionsmittel (Oxidationsmittel), der "redoxaktiven Substanz", wodurch der 
Stromkreis des Gesamtsystems geschlossen wird. Solange solches Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) vorhanden ist 
bzw. solange das verbrauchte Reduktionsmittel (Oxidationsmittel) an der Gegenelektrode rereduziert (reoxidiert) wird, 
flieBt Strom, der amperometrisch detektiert werden kann und der proportional zur Zahl der Hybridisierungsereignisse ist. 

25 Dieses Prinzip der amperometrischen Detektion soil am Beispiel der Glucoseoxidase naher erlautert werden. Die Glu- 
coseoxidase ist ein aus Apoprotein und einem Flavin- Adenin-Dinukleodd-Cofaktor bestehendes redoxaklives Enzyni. 
Das mit cincm Endc kovalcnt an die Elcktrodc angebundene Probc-Oligonuklcotid kann am andcrcn, noch frcicn Endc 
mil der vollstandigen enzymatischen Einheit der Glucoseoxidase funktionalisiert werden, indem z. B. der Flavin-Ade- 
nin-Dinukleotid (FAD)-Cofaktor des Enzyms kovalent an das Probe-Oligonukleotid angebunden wird und anschlieBend 

30 mit dem Glucoseoxidase- Apoprotein (GOx) rekonstituiert wird. Das entstandene Oberflachen-Hybrid der allgemeinen 
Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-FAD(GOx) weist zwischen Elektrode und FAD keine oder nur geringe Leitfahig- 
keit auf. Im Falle der Hybridisierung mit dem zu "ss-oligo" komplementaren Target-Oligonukleotid wird die Leitfahig- 
keit deutlich erhoht wird. Bei Zusatz des Substrats Glucose zur Target-Oligonukleotid-Losung wird das FAD der Guko- 
seoxidase (FAD(GOx)) zu FADH2 der Glucoseoxidase (FADH 2 (GOx)) reduziert, wobei Glucose zur Gluconsaure oxi- 

35 dierl wird. Liegt nun an der Elektrode ein geeignetes auBeres Potential an, so daB uber das hybridisierte Oligonukleotid 
Elektronen von FADH 2 (GOx) an die Elektrode abgegeben werden und somit FADH 2 (GOx) zu FAD (GOx) reoxidiert 
wird (aber weder Glucose noch Gluconsaure bei diesem Potential elektrooxidiert oder -reduziert werden kann), flieBt im 
System Elek-Spacer-ds-oligo-Spacer-FAD(GOx) solange Strom wie FAD(GOx) durch freie Glucose reduziert wird, d. h. 
bis die gesamte Glucose verbraucht ist bzw. fur den Fall, daB an der Gegenelektrode ein Potential anliegt, bei dem Glu- 

40 consaure zu Glucose reduziert werden kann, solange wie Gluconsaure an der Gegenelektrode reduziert wird. Dieser 
Strom kann amperometrisch detektiert werden und ist proportional zur Zahl der Hybridisierungsereignisse. 

Handelt es sich bei der redoxaktiven Einheit um eine photoinduzierbar redoxaktive Einheit, so wird die Redoxaktivitat 
der Einheit erst durch Licht bestimmter oder beliebiger Welleniange ausgelost. ErfindungsgernaB wird diese Eigenschaft 
dadurch ausgenutzt, daB die elektrochemische Detektion erst durch Einstrahlen von Licht auf das Oberflachenhybrid der 

45 allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ds-oLigo-Spacer-Einheit (Oberflachenhybrid mit hybridisiertem Target) ausgelost 
wird und maximal solange aufrechterhalten wird wie die Lichteinstrahlung andauert. Insbesondere bei der amperometri- 
schen Detektion flieBt somit bei Verwendung einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, unter bestimmten auBeren 
Umstanden, erst dann (langeranhaltend) Strom, wenn Licht auf das Oberflachenhybrid eingestrahlt wird. Solche auBere 
Umstande sind z. B. die Gegenwart eines geeigneten Reduktionsmittels (bzw. Oxidationsmittels), um einen durch Pho- 

50 toinduktion gebildeten, oxidierten Donor D + (bzw. reduzierten Akzeptor A") der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 
zu reduzieren (bzw. zu reduzieren) und das Anliegen eines Potentials an der Elektrode, bei dem zwar ein durch Photoin- 
duktion gebildeter reduzierter Akzeptor A" (bzw. oxidierter Donor D + ) der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, nicht 
jedoch der nicht reduzierte Akzeptor A (bzw. der nicht oxidierte Donor D) oxidiert (bzw. reduziert) werden kann. Im Ab- 
schnitt "Wege zur Ausfuhrung der Erfindung" wird dies anhand verschiedener Beispiele von Elek-Spacer-ss-oligo-Spa- 

5S cer-Einheit mit photoinduzierbar redoxaktiver Einheit naher erlautert Somit kann die Detektion bei Verwendung einer 
photoinduzierbar redoxaktiven Einheit aut eine bestimrntes Test-Site oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe des Oligo- 
mer-Chips raumlich t^chrankt werden, indem das Licht auf dieses Test- Site oder auf diese Test-Site-Gruppe begrenzt 
wird. ErfindungsgernaB konnen also verschiedene Test-Sites (Nukleinsaure-Oligomer- Kombinationen) eines Oligomer- 
Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitende Oberflache aufgebracht werden. Ein bestimrntes Test-Site 

60 oder eine bestimmte Test-Site-Gruppe kann einfach durch Anlegen eines geeigneten auBeren Potentials an die (gesamte) 
Oberflache bei Lichteinstrahlung auf genau dieses Test-Site oder diese Test-Site Gruppe adressiert und amperometrisch 
detektiert werden. Die verschiedenen Test-Sites miissen also nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten und 
zum Anlegen eines Potentials und Auslesen des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-)Elektroden aufgebracht werden. 
Daruberhinaus kann bei der Verwendung von Oberflachenhybriden der allgemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spa- 

65 cer-Einheit mit photoinduzierbar redoxaktiver Einheit und amperometrischer Detektion der AusleseprozeB zur Detektion 
der einzelnen sequenzspezifischen Hybridisierungsereignisse auf dem Oligomer-Chip dadurch optimiert werden, daB 
dies Test-Sites durch entsprechende Fokusierung des Lichts erst grobgerastert ausgelesen werden und dann in den Ra- 
stem mit Hybridisierungsereignissen des Auflosungsvermogen sukzessive erhoht wird, also z. B. bei einem Oktamer- 
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Chip mil 65 536 Test-Sites zuerst in z. B. 64 Gruppen von je 1024 Tesl-Sites ausgelesen wird. dann die Tesi-Site-Grup- 
oen die anhand der amperometrischen Messungen Hybridisierungsereignisse aufweisen. z. B. in 32 Gruppen von je 32 
Test'-Sites durchgetestet werden und anschlieBcnd in den emeui Hybridisierungsereignisse aufweisenden Test-Site- 
Gruppen die Test-Sites einzeln ausgetcstet werden. Die einzelnen Hybridisierungsereignisse konnen dadurch nut genn- 
gem experimenlellen Aufwand schnell bestimmten Probe-Oligomeren zugeordnet werden. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Die Erfindung soli nachlolgend anhand von Austiihrungsbeispielen im Zusammenhang mil den Zeichnungen naher er- 

lauien werden. Es zeigen . . . <■«.;„.. 

Pie 1 Schematische DarsteUung der Oligonukleotid-Sequenzierung durch I Iybndisierung auf einem Chip, 
Fie' 2 Verschiedene Reaktionssequenzen zur Herstellung des Oberflachenhybrids Elek-Spacer-ss-ohgo^pacer- 
UQ(RC). Die photoinduzierbar redoxakrive Einheit in diesen. Oberflachenhybrid ist. das Reakt.onszen^m (RC) der 
Photosynthese betreibenden Bakterien Rhodobacter sphaeroides. Dieses photoinduzierbai • redoxakuve Protein besteht 
aus Apoprotein und Cofaktoren. Das RC ist iiber seinen Cofaktor Ubichinon-50 (UQ) in der sogenannten O^-Protein- 
Bindungsusche kovalent uber einen Spacer mil dem Oligonukleoud verbunden; 

F,g. 3 Schematische DarsteUung der photoinduzierten amperometrischen MeBmethode am Beispiel des Oberflachen- 
Hybrids Elek-Spacer-ss-oligc-Spacer-UQ(RC) aus Fig. 2 (hv: Einstrahlung von Licta, P: pnmarer Donor des RC. UQ. 
Ubichinon-50 Elektron Aklptor in der Q^-Protein-Bindungstasche des RC\ Red/Ox: •^«*^J£&%^£ 
freien, der Targedosung zugesetzten redoxaktiven Substanz, z. B. cyt c 2 2 \ Nataumascorba ode _Fe(CN) 6 , die die o«- 
dierte Form P* in den ursprunglich neutralen Zustand P rereduzieren konnen. Eo*: Potenual der Elektrode, be dem UQ 
SSranabgabe an die Elektrode zu UQ oxidiert wird, "hv an": Beginn der Lichteinstrahlung, "hv aus": Ende der 

4 S S!aimln ; e schematische DarsteUung des Oberflachenhybrids Au-SCCH^ds-oUgo-Sp^ 
mit Gold als Oberflachenmaterial, Mercaptoethanol als Spacer zwischen Elektrode und Ohgonukleond unddie D^tel- 
lung der Sequenz der pholoinduzierlen Eleklron-Transfer-SchriUe. Das Apoprotein des RCs ist nur als HuUe (durchge- 
zogene Linie) angedcutet (vgl. Struktur 1). Das 12 Bp Probc-Oligonuklcoud der cxcmplanschcn Scquenz 5-TAGTCG- 
GAAGCA-3' ist, als Ausschnitt, im hybridisierten Zustand gezeigt; riK»rfla^h«.n 

Fie 5 Schematische DarsteUung der photoinduzierten amperometrischen MeBmethode am Beispiel des Oberflachen- 
HybSb ^iSpacer-ss ^oligo-Spacer-Q^ZnBChl (hv. Einstrahlung von Licht, ZnBChl: das Elektron-Donor-Molekul 
ZnSterithtorophvU, Q f dasVktton-Akzeptor-Molekul Chinon, z. B. modifiziertes AnUirachmon , oder PQQ 
Red/Ox: reduzierte bzw. oxidierte Form der freien. der Targedosung zugesetzten ^f^™^™?;^ 
Fe<CN) 6 2+ das die oxidierte Form des Elektron-Donors ZnBCtiT in den ursprunghch neutralen Zustand ZnBChl reredu- 
z2re,i ka,,„, Eo x : Potential der Elektrode, bei dem Q" durch Elektronabgabe an die Elektrode zu Q oxidiert wird, hv an . 
Beginn der Lichteinstrahlung, "hv aus" : Ende der Lichteinstrahlung); 7nTV n,i Her Fia 

Fig. 6 Detaillierte schematische DarsteUung des Oberflachenhybrids Au-S(CH^-ol,go-S P aCe £25^Jdte D? 
5 mi? Gold als Oberflachenmaterial, Mercaptoethanol als Spacer zwischen Elektrode und Ohgonukleotid und die Dar- 
LllunTdtfequenz der photoinduzierten Eletoon-Transfer-Schritte. Das 12 Bp Probe-Ohgonukleoud der exemplan- 
schen Sequenz 5'-TAGTCGGAAGCA-3' ist, als Ausschnitt, im hybridisierten Zustand gezeigt. 

Wege zur Ausfuhrung der Erfindung 

Eine Bildungseinheit einer exemplarischen Test-Site mit hybridisiertem Target, Au-S(OT2)2-ds-oligo-Spacer-U9aiQ 
dJ -CStnto Elek-SpaLr-ds-oligo-Spacer-Enheit is. in Fig. 4 dargesteUi. Unter B'Wuugseinte* w*d ,m 
Rahmen der vorliegenden Erfindung die kleinste sich wiederholende Einheit einer Test-Site versutnden. In dem Beisp el 
SAS 4» « SoESES-k Gold-Elektrode. Die Verbindung zwischen Gold-Elektrode ^P^Obgonukleoud 
wurdeimtdemLmker(HOKOI 2 ) 2 -S) 2 aufgebaut,derimtderend^ 

S-S-(CH,)t-OH verestert wurde und nach homolytischer Spaltung der S-S Bindung an d* Gold-Oberflache je eine Au S 

Bindu^e bSritTwomit 2-Hydroxymercaptoethanol und Mercaptoethanol-verbriicktes Ohgonukleond auf der Oberfla- 

cSSfiSS SZSS* pLoin^erbar redoxaktive Einheit im Beispiel der Fig. 4 ist das *»£~™<™ 

der Photosynthese betreibenden Bakterien Rhodobacter sphaeroides, ein photoinduzierbar 

head aus Apoprotein und Cofaktoren. Im Anwendungsbeispiel ist das RC uber seinen Cofaktor V*"*'?™ 

der soeenannten Q A -Bindungstasche des RCs kovalent mit dem Oligonukleotid verbunden. wobei zuerst freies UQ mit 

to^SS^Qrt^SSruppe versehen wurde (siehe Beispiel 1), dann freies UQ uber diese Carbonsaure-Gruppe 

IS^TL^SSoiiiJSLdd angebunden wurde (Amidbildung unter T»t LiSTund 

Aminofunktion des an die C-5-Position des 5-Thymins angebundenen -CH=CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Linkers) una 

schUeBUch das resuiche RC (Apoprotein mit alien Cofaktoren auBer UQ) an UQ rekonsutuiert wurde 

Wie weiter oben bereits erwahnt, kann die Modifikation der Probe-Ohgonukleoude nut der ^mpteu* ' 
Bestandteil der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit entweder vor oder nach der Bindung des ^T^f 
an die leitfahigeOberflSehe erfolgen.Die verschiedenen ^<?*«™»*^^ 

piell zur selben Bildungseinheit einer Test-Site fuhren. soUen im folgenden nut Hilfe der Fig. 2 ^ B ^^°^. 
chenhybrids Au-S^HS^ss-oligo-Spacer-UQOlC) bzw. in seiner augemeineren Form als Elek-Spacer-ss-ohgo-Spacer 

U ^ C pnS-OUgonuSou'd ist in der Nahe der beiden Enden jeweils Uber einen (beUebigen) Spacer ntit (ver^hiede- 
nJrirS^l rSppeversehen. In einer Reaktionssequenz "1" kann das so modifiziene Probe-Ohgonukleoud n Ge- 
g^euTm^Tn^en Linkers (entsprechend den Punkten a^c) und 2 ^T^^^^SSS^ 
kleotids an die leitfahige Oberflache") gemeinsam mit dem monofunkuonalen Linker kovalent ^ Etektrode ^ange 
bunden werden. wobei darauf geachtet wird, daB genugend monofunktionaler Linker geeigneter Kettenlange zugesetzt 
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wird, urn zwischen den einzelnen Probe-Oligonukleouden genugend Freiraum fur eine Hybridisierung niit dem Target- 
Oligonukleotid und fur die Anbindung der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit zur Verfugung zu stellen. Danach wird 
an die freie, spacerverbnickte, reaktive Gruppe dem Probe-Oligonukleotids UQ, das vomer mit einer passenden reakti- 
ven Kopplungsgruppe versehen wurde, angebunden. Die Anbindung erfolgt wie unter a) bzw. b) im Abschnitt "Bindung 
5 einer photoinduzierbar redoxakti ven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer" beschrieben. Im letzten Schritt dieser Reak- 
tionssequenz "1" wird dann das restliche RC (Apoprotein mil alien Cofaktoren auBer UQ) an UQ rekonstituiert. In einer 
Variante dazu (Reaklionssequenz n 2 n ) kann das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Probe-Oligonukleotid 
zuerst ohne freien, monofunktionalen Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode gebunden werden, wobei es zu einer Aa- 
chen Anlagerung des Oligonukleotids kommt. Danach wird der freie, rnonofunktionale Linker (Spacer) kovalent an die 

10 Elektrode gebunden. Eine weitere Moglichkeit (Reaktionssequenz "3") besteht darin, das (mit Spacer und reaktiven 
Gruppen) modifizierte Probe-Oligonukleotid zuerst mit UQ zu modifizieren, dann in Gegenwart von freiem, monofunk- 
tionalen Linker (Spacer) kovalent an die Elektrode anzubinden und anschlieBend mit dem restlichen RC zu rekonstituie- 
ren. SchlieBlich kann in einer Reaklionssequenz "4" das (mit Spacer und reaktiven Gruppen) modifizierte Probe-Oligo- 
nukleotid zuerst mit UQ modifiziert werden, urn es dann mit dem restlichen RC zu rekonstituieren und anschlieBend ko- 

15 valent an die Elektrode zu binden. Falls, wie im Fall des RCs, die photoinduzierbar redoxaktive Einheit einen wesentlich 
groBeren Durchmesser aufweist als das hybridisierte ds-Oligonukleotid (groBer als 30 A) ? kann auf die kovalente Anbin- 
dung eines geeigneten freien, monofunktionalen Linkers (Spacers) an die Elektrode verzichtet werden, anderenfalls ge- 
schieht die. Anbindung der Struktur -Spacer-ss-oligo-Spacer-UQ(RC) an die Elektrode in Gegenwart eines geeigneten, 
freien monofunktionalen Linkers. 

20 Im Beispiel der Fig. 2 ist das RC uber seinen Cofaktor Ubichinon-50 (UQ) in der sogenannten QA-Protein-Bindungs- 
tasche des RCs kovalent mit dem Oligonukleotid verbunden. Alternativ kann statt des UQ-Cofaktors in der Q/v-Bin- 
dungstasche auch ein anderer Cofaktor des RCs oder das Apoprotein kovalent an das Probe-Oligonukleotid angebunden 
werden, es konnen beliebige Kornbinationen der Reaktionssequenzen "1", "2", w 3"oder "4 M in Fig. 2 angewandt werden, 
solange sie zum gleichen Endprodukt fuhren (vgl. Fig. 2) und es kann in beliebigen Reaktionsschritten statt des Einzel- 

25 strang-Probe-Ougonukleotids das mit komplementaren, unmodifizierten (Target-)Oligonukleotid hybridisierte Probe- 
Oligonukleotid verwendet werden. Das Probe-Oligonukleotid kann auch direkt, also nicht uber einen Spacer verbrtickt, 
sowohl an die Elektrode als auch an die photoinduzierbar redoxaktive Einheit angebunden werden, wie unter c) im Ab- 
schnitt "Bindung eines Nukleinsaure-Oligomers an die leitfahige Oberflache" bzw. a) im Abschnitt "Bindung einer pho- 
toinduzierbar redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Ohgorner M beschrieben. 

30 Die elektrische Kommunikation zwischen der leitfahigen Oberflache und der uber ein Einzelstrang-Oiigonukleotid 
verbruckten photoinduzierbar redoxaktiven Einheit in der aligemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spacer-Einheit ist 
schwach oder gar nicht vorhanden. Durch Behandlung der Test-Site(s) mit einer zu untersuchenden Oligonukieotid-Ld- 
sung, kommt. es, im Fallc der Hybridisierung zwischen Probe und Target, zu einer verstarkten Leitfahigkeit zwischen der 
Oberflache und der uber ein Doppelstrang-Oligonukleotid verbruckten photoinduzierbar redoxaktiven Einheit Fur die 

35 Bildungseinheit der cxcniplarische Test-Site Au-S(CH 2 )2-ds-oligo-Spacer-UQ(RC) (mit 1 2-Bp Probe-Oligonukleotiden) 
ist dies schematisch in Fig. 3 anhand amperometrischer Messungen gezeigt. 

Durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange auf das RC wird der Cofaktor P, der sogenannte primare Donor, eiek- 
tronisch angeregl und es kommt innerhalb der Cofaktoren des RCs zur photoinduzierten Ladungstrennung, wobei ein 
Elektron vom angcregten primaren Donor P* auf das UQ in der QA-Bindungstasche ubertragen wird. Liegt an der Elek- 

40 trode ein geeignetes Potential an, urn vom reduzierten Ubichinon (UQ^) ein Elektron auf die Elektrode zu ubertragen, 
kommt es im Falle des nicht mit Target-Oligonukleotid hybridisierten Probe-Oligonukleotids trotzdem zu keinem Strom- 
fluB, da die Leitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH2)2-ss-oligo-Spacer-UQ(RC) sehr gering oder ubertiaupt 
nicht vorhanden ist. Im hybridisierten Zustand (Au-S(CH 2 )2-ds-oligo-Spacer-UQ(RC)) jedoch ist die Leitfahigkeit hoch, 
ein Elektron kann von UQ- zur Elektrode ubertragen werden (unter Bildung von UQ) und bei Anwesenheit einer geeig- 

45 neten redoxaktiven Substanz, die P*" zu P zu reduziert, wird der Stromkreis geschlossen und weitere Lichtabsorpdon 
durch das RC startet den Zyklus emeut. Dies auBert sich amperometrisch in einem deutlichen StromfluB zwischen Elek- 
trode und photoinduzierbar redoxaktiver Einheit (Fig. 3). Damit ist es mdglich, die sequenzspezifische Hybridisierung 
des Targets mit den Probe-Oligonukleotiden durch Amperometrie lichtinduziert zu detektieren. Die einzelnen Elektron 
Transfer Schritte, die im Oberflachenhybrid Au-S(CH 2 )rds-oligo-Spacer-UQ(RC) durch Lichteinstrahlung und bei An- 

50 wesenheit einer geeigneten redoxakti ven S ubstanz zur Reduktion von P* zu P ausgelost werden, sind in Fig. 4 dargestellt. 
Naturlich kann das Oberflachenhybrid Au-S(CH2)rds-oligo-Spacer-UQ(RC) unter geeigneten auBeren Umstanden und 
bei geeigneter Anbindung (z. B. Anbindung des RCs an das Probe-Oligonukleotid in der Nahe des primaren Donors), 
auch umgekehrt geschaltet werden, so daB nach Lichteinstrahlung P* von der Elektrode reduziert und Q~ von einem ge- 
eigneten Oxidationsmittel oxidiert wird. 

55 Eine weitere Test-Site Au-S(CH2)2-ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl der aligemeinen Struktur Elek-Spacer-ss-oligo-Spa- 
cer-Einheit ist in Fig. 5 dargestellL Durch Lichteinstrahlung geeigneter Wellenlange auf ZnBChl wird ZnBChl elektro- 
nisch angeregt und es kommt zur photoinduzierten Ladungstrennung, wobei ein Elektron vom angeregten ZnBChl* auf 
das Chinon Q ubertragen wird. Liegt an der Elektrode ein geeignetes Potential an, um vom so reduzierten Chinon (Q" ) 
ein Elektron auf die Elektrode zu ubertragen, kommt es im Falle des nicht mit Target-Oligonukleotid hybridisierten 

60 Probe-Oligonukleotids trotzdem zu keinem StromfluB, da die T^eitfahigkeit des ss-Oligonukleotids in Au-S(CH2)2-ss- 
oligo-Spacer-Q-ZnBChl sehr gering oder uberhaupt nicht vorhanden ist. Im hybridisierten Zustand Au-S(CH2)2-ds- 
ohgc^Spacer-Q-ZnBChl jedoch ist die Leitfahigkeit hoch, ein Elektron kann von Q r zur Elektrode ubertragen werden 
(unter Bildung von Q) und bei Anwesenheit einer geeigneten redoxaktiven Substanz, die ZnBChl* zu ZnBChl reduziert, 
wird der Stromkreis geschlossen und weitere Lichtabsorption durch ZnBChl startet den Zyklus erneuL Dies auBert sich 

65 amperometrisch in einem deutlichen StromfluB zwischen Elektrode und photoinduzierbar redoxaktiver Einheit (Fig. 5). 
Damit ist es mdglich, die sequenzspezifische Hybridisierung des Targets mit den Probe-Oligonukleotiden durch Ampe- 
rometrie lichtinduziert zu detektieren. Naturlich kann das Oberflachenhybrid Au-S(CH2)2-ds-oligo-Spacer-Q-2^nBChl 
unter geeigneten auBeren Umstanden und geeigneter Anbindung (z. B. Au-S(CH 2 >2-ds-oligo-Spacer-ZnBChl-Q) auch 
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umgekehrt geschaltet werden, so daB nach Lichteinsirahlung ZnBChr von der Elekirode reduziert und Q" von einem ge- 
eigneien Oxidauonsmittel oxidiert wird. 

Da die Redoxaktivitat der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit - auch bei passendem Elekirodenpoieniial - erst 
durch Lichteinsirahlung geeigneter Welienlange ausgelost und maximal solange aufrechterhalten wird, wie die Lichtein- 
strahlung andauerU kann dies erfindungsgemaB dadurch ausgenutzt werden, daB ein bestirnmtes Test-Site oder eine be- 
stimmte Test-Si te-Gruppe eines Oligomer-Chips raumlich aufgeldst wird, indem das Licht auf dieses Test-Site oder auf 
diese Test-Si te-Gruppe begrenzt wird. Dies birgt den erfindungsgemafien Vorteil, daB die verschiedenen Test-Sites (Nu- 
kleinsaure-Oligomer-Kombinationen). eines Oiigomer-Chips auf eine gemeinsame, durchgangige, elektrisch leitendc 
Oberflache aufgebracht werden konnen und ein bestirnmtes Jest-Site oder eine besiimmte Test-Si te-Uruppen eintach 
durch Anlegen eines geeigneten auBeren Potentials an die (gesamte) Oberflache bei Lichteinstrahlung nur auf genau die- 
ses Test-Site oder diese Test-Site Gruppe adressiert und amperometrisch detektiert werden kann. Die verschiedenen Test- 
Sites mussen also nicht auf einzelnen, elektrisch voneinander isolierten und zum Anlegen eines Potentials und Auslesen 
des Stroms einzeln ansteuerbaren (Mikro-) Rlektroden aufgebracht werden. 

Daneben konnen fehlerhafte Basenpaarungen (Basenpaar Mismatches) durch eine geanderte cyclovoltammetrische 
Charakteristik erkannt werden. Ein Mismatch auBert sich in einem groBeren Potentialabstand zwischen den Stromma- 
xima der Elektroreduktion und der Elektroreoxidation (Umkehrung der Elektroreduktion bei umgekehrter Potentialvor- 
schubrichtung) bzw. der Eiektrooxidation und Elektrorereduktion in einem cyclovoltarnxnetrisch reversibien Eiektronen- 
Transfer zwischen der elektrisch leitenden Oberflache und der photoinduzierbar redoxaktiven EinheiL Dieser Umstand 
wirkt sich vor allem in der amperometrischen Detektion gunstig aus, da dort der Strom bei einem Potential getestet wer- 
den kann, bei dem zwar das perfekt hybridisierende Oligonukleotid-Target signifikant Strom liefert, nicht aber das feh- 
Icrhafl gepaarte Oligonukleotid-Target. 

Beispiel 1 

Modification des Ubichinon-50 mit einer Spacer-verbruckten reaktiven Carbonsaure-Gruppe 

Die 2-Mcthoxy-Gruppc des Ubichinon-50 (UQ-50) wird durch Ethcrspaltung mit HBr, cincr Standardmcthodc, zur 2- 
Tlydroxvgruppe modifiziert (alternativ kann 2-OH-UQ-50 nach dem Verfahren von Moore, H. W. and Folkers, K. Journal 
of the American Chemical Society, 1966, 88, 564-570 oder von Daves, G. et ah, Journal of the American Chemical So- 
ciety 1968 90 4487-4493 hergestellt werden). AnschlieBend wird 2-OH-UQ-50 in einem Standardverfahren mit einer 
aquimolarcn Menge an CI-CHt-CH^COjH zum 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H>UQ-50 umgesetzt und chromatographisch aufge- 
rcinigl Alternativ konnen 5-OH-6-alkyM,4-Benzochinon-Analoga des UQ-50 (DarsteUung gemafi Catlin et al., Journal 
of the American Chemical Society, 1968, 90, 3572-3574) in einem Standardverfahren mit einer aquimolaren Menge an 
CI-Cll^-Cn.-COH zu 5-(CH 2 -ai2-CO 2 H)-UQ-50-Analoga modifiziert werden. 




^CHj-CHj-COjHVUQ-SO 

2-OH-UQ-50 



Beispiel 2 

HersteUung der Ohgonukleotid-Hektrode Au-S(CH2>rSs-oligo-SpacerUQ(RC) 

Die HersteUung von Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-UQ(RC) gUeden sich in 4 Teilabschnitte, namlich der DarsteUung 
der leitfahigen Oberflache, der Derivatisierung der Oberflache mit dem Probe-OUgonukleotid in Gegenwart ernes geeig- 
neten monofunktionaien Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbindung des modifizierten Ubichinon-5U (Ke- 
doxschritt) und der Rekonsutuuon des restlichen RCs (Rekonsutuuonsschritt). 
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Das Tragermaterial fur die kovalente Anbindung der Doppelstrang-OligonukJeotide bildet ein ca. 100 nm dunner 
Gold-Film auf Mica (Muskovit Plattchen). Dazu wurde in einer elektrischen Entladungskarmner fnsch gespaltenes Mica 
mil einem Argon-Ionenplasma gereinigt und durch elektrische Entladung Gold (99.99%) in einer Schichtdicke von ca. 
100 nm aufgebracht. AnschlieBend wurde der Gold-Film mil 30% H 2 ChS70<Vo H 2 S0 4 von Oberflachenve^nreimgunge 

s befreit (Oxidation organischer Ablagerungen) und fiir ca. 20 Minuten in Ethanol getaucht, urn an der Oberflache adsor- 
bierten Sauerstoff zu verdrangen. Nach Abspulen der Oberflache mit bidestilliertem Wasser wird auf die horizontal ge- 
lagerte Oberflache eine vorher bereitete lxlO" 4 rnolare Losung des (modifizierten) Doppeistrang-Oligonukleotids aufge- 
traeen, so daB die komplette Gold-Oberflache benetzt wird (Inkubationsschritt, siehe auch unten) 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5- lAGl^LO- 

io GAAGCA-3* verwendeu das an der Phosphatgruppe des 3' Endes mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-0-(CH 2 >r .^<^^-^ 
verestert ist. Am 5'-Ende ist die endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 KoWenstofl r nut -Cn=CIl-CO- 
NH-CH,-CH->-NH, modifiziert. Zu einer 2x10^ molaren Losung dieses OligonukleoUds in HEPES-Pufter (0,1 . molar in 
Wasser pH 7~.5 mit 0.7 molarem Zusatz von THATFB, siehe Abkiirzungen) wurde ca. 10 bis 10 molar 2-Hydroxy- 
mercaptoethanol gegeben (oder ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linker geeigneter Kettenlange) und die Gold-Oberfla- 

15 che eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24 h inkubiert. Wahrend dieser Reaktionszeit wird der Disulfidspacer P-O- 
(CHo VS-S-(CEM?-OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei bildet der Spacer nut Au-Atomen der Ober- 
flache eine kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1 : 1 Koadsorption des ss-Ohgonukieotids und des abge- 
spaltenen ^-Hydroxy-rnercaptoethanols kommt. Das in der Inkubationslosung gleichzeiug anwesende, freie 2-Hydroxy- 
rnercaptoethanol wird ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koadsorbiert ankubaUonsschntt) 

,0 Die so mit einer Monolayer aus ss-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-mercaptoethanolh rnc^fizierte Goldelektro^ wurde 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend mit einer Losung von i 3x1 (T molarem Chinon 2-(CH 2 -CH 2 - 
CO,H)-UQ-50, IO" 2 molarem EDC und 10" 2 molarem sulfo-NHS in HEPES-Puffer (0,1 molar (in Wasser, pH = 1.5 ) be- 
ne£t. Nach einer Reaktionszeit von ca. 1-4 h bilden der ^CH^NR-CH 2 -C^NH 2 Spacer und das *<CH^ 
COoH)-UQ-50 eine kovalente Bindung aus (Amidbildung zwischen der Arninogruppe des Spacers und der C-~-baure- 

25 funktion des 2-(CH ? -CH 7 -CO<7H)-UQ-50, Redoxschritt). . 

AnschlieBend w urde die so modifizierte GoldelekLrode mit bidestilliertem Wasser gewaschen und nut eine r Lo sung 
von ca. 5xl0- 5 molarem Ubichinon-50-frcicn RCs in 10 mM Tris, pH = 8, mit 0.7 molarem Zusatz von JEATFB bei ca. 
4°C fur ca. 12 h inkubiert, urn das restliche RC an das Oiigonukleotid-gebundene UQ-50 zu rekonstituieren (Rekonsti- 

tutionsschritt). ^ , tl ... . . 

30 Alternativ zur kovalenten Anbindung von 2-(CH 2 -CH 2 -CO 2 H)-UQ-50 an das Probe-Ohgonukleotid kann, unter glei- 
chen Bedingungen, auch ein 5-(CH9-CH 2 -CO 2 H)-UQ-50-Analogon (Beispiel 1) oder ein anderes mit emer reakuven 
Carbonsaure versehenes Chinon der Fonnel 1-8 verwendet werden, da auch an diese Ubichinon-50-freies RC rekonsti- 
tuiert werden kann. 



35 Beispiel 3 

Herstellung der Oligonukleotid-Elektrode Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oligo-Spacer-Q-ZnBChl 

Die Herstellung von Au-S(CH 2 ) 2 -ss-oUgo-Spacer-Q-ZnBChl gliedert sich in 5 Teilabschnitte, namlich der Darstellung 

40 der leitfahigen Oberflache, der Derivatisierung der Oberflache mit dem (mit Komplementarstrang hybridisierten) Probe- 
Oligonukleotid in Gegenwart eines geeigneten monofunktionalen Linkers (Inkubationsschritt), der kovalenten Anbin- 
dung des Elektron-Akzeptors (Akzeptorschritt), der kovalenten Anbindung des Elektron-Donors (Donorschritt) und der 
thermischen Dehybridisierung des Doppeistrang-Oligonukleotids (Dehybridisierungsschritt). 

Das Tragermaterial fiir die kovalente Anbindung der Doppelstrang-Oligonukleotide, ein ca. 100 nm dunner Gold-Film 

45 auf Mica (Muskovit Plattchen), wurde wie in Beispiel 1 beschrieben, hergestellt. 

Zur Inkubation wurde ein doppelt modifiziertes 12 Bp Einzelstrang-Oligonukleotid der Sequenz 5-TAGTCG- 
GAAGCA-3' verwendet, das an der Phosphatgruppe des 3-Endes mit (HO-(CH 2 ) 2 -S) 2 zum P-O^CH^-S-S^CH^-OH 
verestert ist. Am 5'-Ende ist die endstandige Base Thymin des Oligonukleotids am C-5 Kohlenstoff mit -CH=CH-CO- 
NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 modifiziert. Eine 2x10^ rnolare Losung dieses Oligonukleotids im Hybridisierungspufifer (10 mM 

50 Tris, 1 mM EDTA~pH 7.5 mit 0.7 molarem Zusatz von TEATFB, siehe Abkiirzungen) wurde mit einer 2xl(T* molaren 
Losung des (unmodifizierten) komplementaren Strangs im Hybridisierungspufifer bei Raumtemperatur fiir ca. 2 h hybri- 
disiert (Hybridisierungsschritt). Nach der Hybridisierung wurde der nun lxlO" 4 molaren Doppelstrang-Oligonukleotid- 
Losung ca. 10^ bis 10 _l molar 2-Hydroxy-mercaptoethanol (oder ein anderer Thiol- oder Disulfid-Linkers geeigneter 
Kettenlange) zugesetzt, die Gold-Oberflache eines Test-Sites komplett benetzt und 2-24 h inkubiert. Wahrend dieser Re- 

55 aktionszeit wird der Disulfidspacer P-0-(CH 2 );rS-S-(CH 2 ) 2 -OH des Oligonukleotids homolytisch gespalten. Dabei bil- 
det der Spacer mit Au-Atomen der Oberflache eine kovalente Au-S Bindung aus, wodurch es zu einer 1 : 1 Koadsorption 
des ds-Oligonukleotids und des abgespaltenen 2-Hydroxy-mercaptoethanols kommt. Das in der Inkubationslosung 
gleichzeiug anwesende, freie 2-IIydroxy-mercaptoethanol wird ebenfalls durch Ausbildung einer Au-S Bindung koad- 
sorbiert (Inkubationsschritt). 

60 Die so mil einer Monolayer aus ds-Oligonukleotid und 2-Hydroxy-rnercaptoethanol modifizierte Goldelektrode wurde 
mit bidestilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend mit einer Losung von 3x1 0" 3 molarem Chinon PQQ, 10 " mo- 
larem EDC und 10~ 2 molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer benetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. 1-4 h bilden der 
-CH==CH-CO-NH-CH 2 -CH 2 -NH 2 Spacer und das PQQ eine kovalente Bindung (Amidbildung zwischen der Arnino- 
gruppe des Spacers und der C-7-Cartjonsaurefunktion des PQQ, Akzeptorschritt). 

65 AnschlieBend wurde die so modifizierte Goldelektrode mit bidestilliertem Wasser gewaschen und mit einer wasseri- 
gen Losung aus 3xlO" 3 molarem Donor ZnBChl (freie Saure), l^xKT 1 molarem EDC, 2^xl0~ 3 molarem Hydrazin- 
Monohydrat (NH-NH 2 xH 2 0) und lxlO" 1 molarem Imidazol benetzt. Nach einer Reaktionszeit von ca. 16 h bei 23°C 
bindet die CM-Caibonsaurefunktion des an das Oligonukleotid gebundenen PQQ fiber Hydrazin an die freie Carbon- 
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saure-Gruppe des ZnBChl (Amidbildung zwischen den Aniinogruppen des Hydrazins und der C-l-Cairbonsaure-Gruppe 
des PQQ bzw. der freien Carbon saure-Gruppe des ZnBChl, Donorschriti). AnschlieBend wurden die Doppelsirange bei 
Temperaturen von T > 40°C thermisch dehybridisiert und erneut mil bidestilliertem Wasser abgespult (Dehybridisie- 
rungsschritt). Das ZnBChl (freie Saure) wird aus Zn BChl (Darstellung gemafi Hartwich et al., Journal of the American 
Chemical Society, 1998, 120, 3684-3693) durch Intubation mil Trifluoressigsaure hergestellt. > 
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Alternativ kann z. B. ZnBChl (freie Saure) iiber Eslerbildung nach Standardverfahren auch an die 3-OH-Gruppe des 
5-terminalen Zuckers des Probe-Oligonukleotids gebunden werden oder der vorher kovalent verbundene Hektron-Do 
nor/Elektron-Akzeptor-Komplex wird, wie im Donorschritt beschrieben, uber eine freie Carbonsaure-Gruppe z. B. des 
Donors an das Probe-Oligonukleotid angebunden. Statt PQQ kann unter den gleichen Reakuonsbedingungen auch An- 
,hrachinon-2.6-Disulfons3ure Dinatriumsalz im Akxeptorschritt verwendet werden. Be, Verwendung von PNA-Ohgonu- 
kleolid mil z. B. -NH-(OT,)7-N(COCH?-Base)-CH 2 CO- als Oligonukleotid-Baustein besteht. eine alternative Anbm- 
dungsmoglichkeit der ZnBChl-PQQ-Einheil an das Nukleinsaure-Oligomer (PNA-Oligonukleotid) entsprechend d) mi 
Abschnitt "Bindung einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit an ein Nukleinsaure-Oligomer Dabeiwird wahrend 
to PNA OligonukleoUd-Synthese statt der N-terminale Base in der Standard-PNA-Synthese-Reakuon PQQ uber semen 
Pyrrol-Stickstoff angebunden. AnschlieBend wird Zn-BChl, ahnlich wie im Donorschritt beschrieben durch lnkubauon 
des mil PQQ modifizierten PNA-OUgonukleotids mil 3xlCT 3 molarem ZnBChl (fr^aure), 1,5x10 molarem EDC 
10- 2 und 2x10"' molarem sulfo-NHS in HEPES Puffer an das Amino-Ende des PepUd-Riickgrats gebunden (Amidbil- 
dung z.wischen der Aminogruppe des Riickgrats und der Carbonsaure-Gruppe des Zn-BChl (freie Saure)). 

Patentanspriiche 

1 Durch kovalente Anbindung einer photoinduzierbar redoxaktiven Einheit modifiziertes Nujdeinsaure-Oligomer, 
dadurch gekennzeichnet, da6 die photoinduzierbar redoxaktive Einheit ein oder mehrere Hektron-Donor-Mole- 
kiile oder -Molekulteile und ein oder rnehrere Elektron-Akzeptor-Molekiile oder -Molekulteile enthalt 
2. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die photomduzierbar re- 
doxaktive Finheit ein photoinduzierbar redoxaktiver, kovalent verknupfter, wemgstens birnolekularer : Eletoron-Do- 
SSS^5S^Ko^ ist, wobei wenigstens zwei der Bte^^ejakr '^SS^L 
und/oder Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -Molekiilteil(e) dieser photoinduzierbar redoxaktiven Einheit direkt 
durch eine oder mehrere kovalente Bindungen miteinander verbunden sind. M 
->5 1 Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, wobei wenigstens zwei der Elektron-Donor-Molekul(e) 

oder -Molekulieii(e) und/oder Elekuon-Akzeptor-Molekiil(e) oder -Molekiilteil(e) durch einen oder mehrere ver- 
zwcietc oder unvcrzweigtc Molekulteile bclicbigcr Zusammcnsctzung und Kettenlange kovalent verbunden sind. 
4. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 3, wobei die verzweigten oder unverzweigten Molekul- 
teile eine Kettenlange von 1-20 Atomen, insbesondere 1-14 Atomen, aufweisen. 
30 S Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dab 

die photoinduzierbar redoxaktive Einheit ein in ein oder mehrere Makromolekule eingebetteter Elektron-Donor-/ 
Elektron-Akzeptor-Komplex ist. f 

6 Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die photoinduzierbar 
redoxaktive Einheit das native oder modifizierte Reaktionszentrum von Photosynthese betreibenden Orgamsmen 
35 ist, i nsbesondere das native oder modifizierte Reaktionszentrum von Photosynthese betreibenden Bakterien. 

7. "Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
eines oder mehrere der Elektron-Donor-Molekul(e) oder -Molekulteil(e) Farbstoffe sind, insbesondere Flavine, 
(Meiallo-)Porphyrine, (Metaiio-)Chlorophylle oder (MetaUo-)BakteriochlorophyUe bzw. Derivate davon. 

8. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
40 eines oder mehrere der Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -Moiekuiteil(e) Ravine, Nikotinsaureamide oder Chi- 

none sind, insbesondere Pyrrolo-Chinolin-Chinone (PQQ), 1,2-Benzochinone, 1,4-Benzochinone, 1,2-Naphtochi- 
none, 1 ,4-Naphtochinone oder 9.10-Anthrachinone bzw. Derivate davon. 

9. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die photoinduzierbar re- 
doxaktive Einheit ein Charge-Transfer-Kompiex ist. 

45 10. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 9, wobei der Charge-Transfer-Komplex ein Ubergangs- 

metall-Komplcx ist, insbesondere ein Ru(II)-, ein Cr(III)-, ein Fe(II)-, ein Os(II)- oder ein Co(II)-Komplex ; 
11. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Nukleinsaure- 
Oligomer ein Desoxyribonukleinsaure-, Ribonukleinsaure-, ein Peptidnukleinsaure-Oligomer oder ein Nuklein- 
saure-Oligomer mit strukturell analogem Ruckgrat ist. 

50 12. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die photoinduzierbar 

redoxaktive Einheit kovalent alternativ an eine der Phosphorsaure-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppen oder an ei- 
nen Zuckcr, insbesondere an eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats gebunden ist. 

13. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 1-11, wobei die photoinduzierbar redoxak- 
tive Einheit alternativ kovalent an eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base 

55 des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist. 

14. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die reaktive Thiol-, Hy- 
droxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe der Base kovalent uber einen verzweigten oder unverzweigten Molekul- 
teil beliebiger Zusammensetzung und Kettenlange an die Base gebunden ist, wobei die kurzeste durchgehende Ver- 
bindung zwischen der Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe und der Base ein verzweigtes oder un- 

60 verzweigtes Molekulteil mueiner Kettenlange von 1-20 Atomen, insbesondere von 1-14 Atomen, ist. 

15. Modifiziertes Nukleinsaure-Oligomer nach einem der Anspruche 12-14, wobei die photoinduzierbar redoxak- 
tive Einheit an ein Ende des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats bzw. an eine endstandige, modifizierte Base ange- 
bunden isL 

16. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers, wobei eine ein oder mehrere Elektron- 
65 Donor-Molekul(e) oder -Molekulteil(e) und ein oder mehrere Elektron-Akzeptor-MolekUl(e) oder -Molekulteil(e) 

enthaltende photoinduzierbar redoxaktive Einheit kovalent an ein Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 

17. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 16, wobei die photoin- 
duzierbar redoxaktive Einheit durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Elektron-Donor-Molekul(e) oder 
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-Molekulteii(e) odcr eines oder mehrerer Elektron-Akzeptor-Molekul(e) oder -Molekulteil(e) an ein Nukleinsaure- 
Oligomer angebunden wird. 

18. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomer nach Anspruch 16 oder 17, wobei die 
photoinduzierbar redoxaktive Einheit durch kovalente Anbindung eines oder mehrerer Makromolekule bzw. durch 
kovalenle Anbindung eines oder mehrerer Proteine an ein Nukleinsaure-Oligomer angebunden wird. 5 

19. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach einem der Anspriiche 16-18, wo- 
bei das Nukleinsaure-Oligomer altemativ durch eine oder mehrere Amidbildungen mit Amin- oder mil Saure-Grup- 
pen der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, durch eine oder mehrere Esterbildungen mit Alkohol- oder mil 
Saure-Gruppen der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit, durch 'Ihioesterbildung mit lhio-Alkohol- oder mit 
Saure-Gruppen der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit bzw. durch Kondensation einer oder mehrerer Amin- 10 
Gruppen des Nukleinsaure-Oligomers mit Aldehyd-Gruppen der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit und an- 
schlieBender Reduktion der entstandenen Kohienstoff-Stickstoff-Doppelbindung an die photoinduzierbar redoxak- 
tive Einheit gebunden wird. 

20. Verfahren zur Herstellung eines modinzierten Nukleinsaure-Oligomers nach einem der Anspriiche 16-19, wo- 
bei an die photoinduzierbar redoxaktive Einheit kovalent eine oder mehrere verzweigte oder unverzweigte Mole- is 
kulteile beliebiger Zusamrnensetzung und Kettenlange angebunden ist und die verzweigten oder unverzweigten 
Molekuiteile altemativ eine reaktive Amin-, Hydroxy-, Thiol-, Saure- oder Aldehyd-Gruppe zur kovalenten Anbin- 
dung an ein Nukleinsaure-Oligomer besitzen. 

21. Verfahren zur Herstellung eines modifizierten Nukleinsaure-Oligomers nach Anspruch 20, wobei die kurzeste. 
durchgehende Verbindung zwischen dem Nukleinsaure-Oligomer und der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit 20 
ein verzweigtes oder unverzweigtes MolekOlteil mit einer Kettenlange von 1-20 Atomen, insbesondere von 1-14 
Atomen, ist. 

22. Modifizierte leitfahige Oberflache, dadurch gekennzeichnet, daB eine oder mehrere Arten von modifizierten 
Nukleinsaure-Oligomeren gemaB den Anspriichen 1 bis 15 an eine leitfahige Oberflache angebunden sind. 

23. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 22, wobei die Oberflache aus einem Metall oder einer Me- 25 
laltegierung besteht, insbesondere einem Metall ausgewahlt aus der Gruppe Plalin, Palladium, Gold, Cadmium, 
Quccksilbcr, Nickel, Zink, Kohlcnstoff, Silbcr, Kupfcr, Eiscn, Bici, Aluminium, Mangan und dcrcn Mischungcn. 

24. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 22, wobei die Oberflache aus einem Halbleiter besteht, ins- 
besondere einem Halbleiter ausgewahlt aus der Gruppe Kohlenstoff, Silizium, Germanium und oc-Zinn. 

25. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 22, wobei die Oberflache aus einer binaren Verbindung der 30 
Elemenle der Gruppen 14 und 16, einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 13 und 15, einer binaren 
Verbindung der Elemente der Gruppen 15 und 16, oder einer binaren Verbindung der Elemente der Gruppen 11 und 

17 besteht, insbesondere aus einem Cu(I)-Halogenid oder einem Ag(I)-Halogenid. 

26. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 22, wobei die Oberflache aus einer ternaren \ferbindung der 
Elemente der Gruppen 11, 13 und 16 oder einer temaren Verbindung Elemente der Gruppen 12, 13 und 16 besteht. 35 

27. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspriichen 22-26, wobei die Anbindung der modifizierten Nukle- 
insaure-Oligomere an die leitfahige Oberflache kovalent oder durch Chemi- bzw. Physisorption erfoigt 

28. Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspriiche 22-27, wobei altemativ eine der Phosphorsaure-, 
Carbonsaure-, Amin- oder eine Zucker-Gruppe, insbesondere eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oli- 
gomer-Ruckgrats kovalent oder durch Chemi- bzw. Physisorption an die leitfahige Oberflache angebunden ist. 

29. Modifizierte leitfahige Oberflache nach einem der Anspriiche 22-27, dadurch gekennzeichnet, daB altemativ 
eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base des Nukleinsaure-Oligomers ko- 
valent oder durch Chemi- bzw. Physisorption an die leitfahige Oberflache angebunden ist. 

30. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspriichen 28 oder 29, wobei das modifizierte Nukleinsaure-OH- 
gomer uber eine Gruppe am Ende des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats bzw. uber eine Gruppe einer endstandi- 
gen, modifizierten Base an die leitfahige Oberflache gebunden ist. 

3 1 . Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspriichen 22-30, wobei an die leitfahige Oberflache verzweigte 
oder unverzweigte Molekuiteile beliebiger Zusamrnensetzung und Kettenlange kovalent oder durch Chemi- bzw. 
Physisorption angebunden sind und die modifizierten Nukleinsaure-OUgomere kovalent an diese Molekuiteile an- 
gebunden sind. 

32. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 31, wobei die kurzeste durchgehende Vferbindung zwischen 
der leitfahigen Oberflache und dem Nukleinsaure-Oligomer ein verzweigtes oder unverzweigtes Molekiilteil mit ei- 
ner Kettenlange von 1-20 Atomen, insbesondere von 1-12 Atomen, ist. 

33. Modifizierte leitfahige Oberflache nach den Anspriichen 31 und 32, wobei der verzweigte oder unverzweigte 
Molekiilteil altemativ an eine Phosphorsaure-, Carbonsaure-, eine Amin- oder eine Zucker-Gruppe, insbesondere 55 
eine Zucker-Hydroxy-Gruppe, des Nukleinsaure-Oligomer-Ruckgrats oder eine Thiol-, Hydroxy-, Carbonsaure- 
oder Amin-Gruppe einer modifizierten Base des Nukleinsaure-Oligomers angebunden ist. 

34. Modifizierte leitfahige Oberflache nach Anspruch 33, wobei der verzweigte oder unverzweigte Molekulteil an 
eine Phosphorsaure-, Zucker-Hydroxy-, Carbonsaure- oder Arrrin-Gmppe am Ende des Nukleinsaure-Oligomer- 
Kiickgrats bzw. eine Thiol-, Hydroxy-. Carbonsaure- oder Amin-Gruppe einer endstandigen, modifizierten Base ge- 60 

bunden isL „ „ A . 

35. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den Anspriichen 22-34, wobei ein 
oder mehrere Arten von modifizierten Nukleinsaure-Ougomeren gemaB den Anspriichen 1-15 auf eine leitfahige 
Oberflache aufgebrachl werden. . 

36. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach Anspruch 35, wobei das Nuklem- 6> 
saure-Oligomer oder das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer mit dem dazu komplementaren Nukleinsaure-Oligo- 
merstrang hybridisiert wird und in Form des Doppelstranghybrids auf die leitfahige Oberflache aufgebracht wird. 

37. Verfahren zur Herstellung einer modifizierten leitfahigen Oberflache nach den Anspriichen 35 oder 36, wobei 
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das Nukleinsaure-Oligomer oder das modifizierte Nukleinsaure-Oligomer in Gegenwart von weiteren chemischen 
Verbindungen, die ebenfalls an die leitfahige Oberflache angebunden werden, auf die leitfahige Oberflache aufge- 

brachtwird. . . , . . , 

38 Verfahren zur elektrochemischen Detektion von Oligomer-Hybridisierungsereigmssen, dadurch gekennzeicn- 
net, dafi eine leitfahige Oberflache gemaB den Anspriichen 22-34 mit Nukleinsaure-Oligomeren in Kontakt ge- 

3^ C Verfahren zur elektrochemischen Detektion nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dafi die elektrochemi- 
sche Detektion durch photoinduzierte Ladungstrennung in der iiber ein Nukleinsaure-OUgomer an die leitfahige 
Oberflache angebundenen photoinduzierbar redoxaktive Einheit gestartet wird. 

40 Verfahren zur elektrochemischen Detektion nach einem der Anspruche 38 oder 39, wobei mehrere Arten von 
modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren gemaB den Anspriichen 1-15 auf eine gemeinsame, durchgangige, elek- 
trisch leitende Oberflache aufgebracht werden. t 

41 Verfahren nach Anspruch 40, wobei die Uchteinstrahlung zur photoinduzierten Ladungstrennung in der uher 
ein Nukleinsaure-Oligomer an die leitfahige Oberflache angebundenen photoinduzierbar redoxaktive Einheit auf ei- 
nen Bereich der leitfahigen Oberflache mit einer oder mehreren modifizierten Nukleinsaure-Oligomeren- Arten be- 

^"verfa^en nach einem der Anspruche 38-41, wobei die Detektion cyclovoitametrisch, amperometrisch oder 
durch Leitfahigkeitsmessung erfolgt. , 

43 Verfahren nach einem der Anspruche 38^2, wobei das nach Einstrahlen von Licht besummter oder behebiger 
Wellenlange gebildete oxidierte Elektron-Donor-Molekul oder -Molekulteil oder das gebildete reduzierte Elektron- 
Akzeptor-Molekiil oder -Molekulteil der photoinduzierbar redoxaktiven Einheit durch eine geeignete, freie, mcht 
an das Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem Nukleinsaure-Oligomer in Kontakt stehende, redoxakuve 
Substanz, re-reduziert bzw. re-oxidiert, also jeweils in seinen urspriinglichen vor der Lichteinstrahlung vornande- 
nen Zustand, zuriickversetzt werden kann. 

44 Verfahren nach Anspruch 43, wobei die freie, nicht an ein Nukleinsaure-Oligomer gebundene, aber mit dem 
Nukleinsaure-Oligomer in Kontakt stehende, redoxaktive Substanz bei einem Potenual <p selekUv oxidierbar und re- 
duzicrbar ist, wobei <p der Bcdingung 2,0 V > <p > -2,0 V, gemcssen gegen Normalwasscrstoffclcktrodc, genugt. 
45. Verfahren nach Anspruch 43 oder 44, wobei die freie, nicht an ein Nukleinsaure-OUgomer gebundene, aber nut 
dem Nukleinsaure-Oligomer in Kontakt stehende, redoxaktive Substanz ein freies Chinon, ein freier Hexacyanofer- 
ratOD-Komplex, ein freies Natriumascorbat, ein freier Ru(n)hexamin-Komplex oder ein freies redoxaktives Pro- 
tein, insbesondere ein freies Cytochrom, ist. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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